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en  el  ámbito  científico  pero  también  en  el  personal. Me  han  acompañado  las  personas  de 
siempre  y muchas  nuevas  que  he  ido  conocido.  Tengo  que  dar  las  gracias  a  todos,  porque 
todos me habéis ayudado en algún u otro momento y con todos me he reído y he aprendido 
cosas.  Esta  tesis  es  para  todos  vosotros  para MI  GENTE,  vosotros  sabéis  quienes  sois  y  lo 
importantes  que  sois  para mí,  sois maravillosos.  A  todos  os  podría  escribir  un montón  de 
cosas, tengo miles de recuerdos que me encantaría escribir pero como  los ponga aquí todos 
entonces esta tesis va tener 1000 páginas y tampoco es plan. 
  En primer  lugar quería dar  las gracias a Geli, a  la doctora García‐Pardo. Muchísimas 
gracias  por  darme  la  oportunidad  de  realizar mi  trabajo  en  tu  laboratorio,  por  abrirme  las 
puertas  del  142  cuando  llegué,  hace  casi  7  años,  recién  salida  del  horno  de  la  facultad  de 




caos  y  chotez  y  por  apoyarme  siempre.  Hemos  vivido  muchos  momentos  juntas,  malos, 
buenos,  muy  buenos,  regulares...pero  mis  recuerdos  serán  siempre,  geniales  y  positivos 
porque han sido más  los buenos momentos que  los malos. Gracias por darme  la oportunidad 
de crecer como persona y a nivel académico. 
  Gracias  a  los  doctores  Pepe  Garcia  Marco  y  Maria  Jose  Terol  por  facilitarnos  las 
muestras de sangre de los pacientes  porque sin ellas esta tesis no hubiera sido posible, y por 
supuesto a los  pacientes.  
  A  los  jefes  de  otros  laboratorios:  Dr.  Joaquín  Teixido,  Dr.  Santiago  Rodríguez  de 
Córdoba, Dr  Ignacio Casal, y Dr Jose Luis Rodriguez de Cordoba por  los reactivos prestados y 
por  su  predisposicion  a  ayudarme  siempre  cuando  lo  he  necesitado  gracias  por  ser  tan 
amables. 
  Al personal de  los  servicios del centro por  la  labor que  realizan. en especial a Pedro 
Lastres (Citometría)  y Maite y Gema ( Microscopia confocal). 












estás  ahí  para  ayudar  a  todos,  no  sé  que  habría  hecho  sin  ti  en mis momentos  de  crisis 
absoluta, gracias gracias y gracias amiga. A Irene mi otra compi AGP, llevamos tantos muchos 
años  juntas, sin ti no hubiera sido  igual, das un toque especial a este  labo y nadie tiene unas 
presentaciones  power  point  tan  bonitas  como  las  tuyas,  es  imposible!!!  y  gracias  por 
dejarmelas  jajaja...  A Mónica  sexy,  otra  que  siempre  está  ahí  siempre  ayudando  a  todo  el 
mundo,  nos  conocemos  desde  hace  poco  pero  te  tengo  un  cariño  enorme,  nos  hemos 




vuelvo  a  decir,  eres  de  las  top  ten  y  punto  en  boca!!  Y  También  a Nohemi  nuestra  nueva 
incorporación, llevas poco tiempo pero eres ya eres como de siempre :)   






los que  se  fueron David,  Jan, a Geor de  la  jungla esa argentina que marco en el CIB y a mi 
Pablis precioso: eres de esas personas que van a estar siempre, me lo has demostrado durante 












  Al  laboratorio de Casal. A Rubén gracias por hacerme  reír  todos  los días que me he 
cruzado contigo, sin duda siempre serás el que más mola y todos los demás siempre seremos 













  Mis  amigos  de  la  Uni,  Tere  (mi  amiguisima, mi  compañera  de  prácticas,  que  buen 
equipo hacíamos madre mía), Albertito  (salaooo, majismo  y  to  lo buenooo), Marta  (toda  la 
vida persiguiendonos la una a la otra, estoy convencida de que acabaremos en el mismo labo 
jajajaja  ),  Lau  (  eres  la  elegancia  personificada  y  el  orden  y  organización    y  otra  vez  la 
elegancia), Nacho  (la estrella musical),  Sali  (mi economista  favorito  te  tengo un  cariño muy 














por enseñarme  a darme  cuenta de esas  cosas que  a  veces dejo de  lado. A Ari pequeñita  y 
preciosa.  A Willi  por  esos momentos mayumana  que  te marcas.  A    Esther,  gracias  por  los 
partidos  de  padel  y  las  que  me  vienen  tan  bien.  Y  a  Maiquel,  Paqui,  Juan,  Paola,  Pablo 
Sanchez... Y a ti Barbi porque seguimos aprendiendo de ti aunque ya no estés con nosotros. 
  A mi Michis porque no se cómo se puede estar tan  lejos y tan cerca a  la vez. Gracias 
por aguantar mis lloreras sin entender nada de nada. Tu apoyo incondicional me ha llenado de 
fuerza para continuar, te quiero. 
  A  mis  padres,  gracias  a  vosotros  he  llegado  hasta  aquí.  Gracias  por  darme  esta 













































































































1.  LA proMMP‐9 SE UNE A CÉLULAS DE  LLC A TRAVÉS DE  LA  INTEGRINA 





























































































































































































  Chronic  lymphocytic  leukemia  (CLL)  is  characterized  by  the  accumulation  in  the 
peripheral blood of CD5+ B lymphocytes and their progressive infiltration of the bone marrow 
and  secondary  lymphoid  organs.  These  migration  processes  are  mediated,  among  other 
molecules, by matrix metalloproteinases (MMPs). We and others have reported that proMMP 
(92  kDa)  is  the major MMP  in  CLL  cells  and  plays  an  important  role  in  CLL migration  and 
invasion. Moreover,  in  contrast  with  normal  B  cells,  proMMP‐9  is  present  at  the  CLL  cell 
surface.  Using  immunoprecipitation,  cell  fractionation  and  confocal  microscopy  we  have 
demonstrated  that  α4β1  integrin  and  190  kDa  CD44v  constitute  a  docking  complex  for 
proMMP‐9  in  CLL  cells.  Binding  of  proMMP‐9  to  this  complex  inhibited  cell migration  and 
induced  cell  survival,  thus  contributing  to  CLL  progression.  Using  proMMP‐9  recombinant 
proteins  containing  deletions  of  various  domains, we  show  that  the  proMMP‐9  hemopexin 
domain  (PEX9)  is  required  for  its  interaction  with  CLL  cells.  Since  this  interaction  may 
constitute  a  therapeutic  target  in  CLL,  and  to  help  designing  specific  inhibitors,  we  have 
addressed its detailed study. 
  CLL cells bound  to  the GST‐PEX9  fusion protein generated here, but not  to GST, and 
this binding was primarily mediated by α4β1 integrin. Upon the preparation of truncated GST‐





cell  binding  sites:  The  FPGVPLDHDVFQYREKAYFC  sequence,  located  in D1  and  contained  in 
peptide  P6  and  the  FDAIAEWIGNQLYFKDGKYW  sequence,  located  in  D4  and  contained  in 
peptide  P3.  Both  peptides  inhibited  cell  adhesion  to  proMMP‐9  and  GST‐PEX9  as  well  as 
transendothelial migration. Moreover, combination of P3 and P6 synergistically  increased the 
inhibitory  effect of  the  individual peptides.  Therefore,  P3  and  P6  could  constitute  excellent 
targets to prevent proMMP‐9 contribution to CLL pathogenesis. 
  Vascular  endothelial  growth  factor  (VEGF)  is  also  involved  in  the  extravasation  and 
survival  of  CLL  cells.  VEGF  is  a  proangiogenic  factor  also  produced  by  CLL  cells  and whose 
elevated  levels correlate with bad prognosis. Our results have demonstrated that addition of 
VEGF  to  CLL  cells  significantly  reduced  proMMP‐9  expression  and  in  a  dose‐dependent 




indicated  that VEGF  regulation of proMMP‐9 was at  the  transcriptional  level.  Indeed, VEGF‐
VEGFR2  interaction  induced  phosphorylation  of  the  transcription  factor  STAT1  and  STAT1 
silencing restored proMMP‐9 production and CLL migration. 
  As  both,  VEGF  and  proMMP‐9,  are  abundant  components  of  the  LLC 
microenvironment we have also studied the possible regulation of VEGF by proMMP‐9. CLL cell 
incubation  with  proMMP‐9  transcriptionally  upregulated  VEGF  levels.  In  contrast,  cell 
incubation  with  GST‐PEX9  reduced  VEGF  expression.  These  results  were  confirmed  in 
vasculogénesis assays, where CLL cells preincubated with proMMP‐9 increased tube formation 
in co‐cultures with HUVEC cells, while preincubation with GST‐PEX9  inhibited vasculogénesis 
Additionally,  immunoprecipitation  analyses  indicated  a  possible  association  between  the 
receptors for proMMP‐9 (α4β1/CD44 ) and VEGF (VEGFR2), that could potentiate intracellular 













  La  leucemia  linfocítica  crónica  B  (LLC)  se  caracteriza  por  la  acumulación  en  sangre 
periférica de  linfocitos B CD5+ y su progresiva  infiltración de médula ósea y órganos  linfoides 
secundarios.  En  estos  procesos  de  migración  intervienen,  entre  otras  moléculas,  las 
metaloproteinasas  de  matriz  (MMPs).  Nuestro  grupo,  así  como  otros  investigadores,  ha 
demostrado que la proMMP‐9 (92 kDa) es la principal MMP producida por células LLC y juega 
un papel  esencial  en  la migracion  e  invasion de  células de  LLC. Además,  y  a diferencia  con 
linfocitos B normales, proMMP‐9 está presente en la membrana de células LLC. Por medio de 
inmunoprecipitaciones,  fraccionamiento celulares y microscopía confocal hemos demostrado 
que  la  integrina  α4β1 y 190 kDa CD44v  constituyen un  complejo  receptor de proMMP‐9 en 
células  LLC.  La  unión  de  proMMP‐9  a  este  complejo  inhibía  la migración  de  células  LLC  e 
inducía  supervivencia  celular,  contribuyendo por  tanto  a  la progresión de  la  LLC. Utilizando 
proMMP‐9  recombinantes  con  delecciones  en  varios  dominios,  hemos  demostrado  que  el 
dominio hemopexina de proMMP‐9  (PEX9) es necesario para  su  interacción con células LLC. 
Dado que que esta interacción puede constituir una buena diana terapéutica en la LLC y con el 
fin de poder diseñar inhibidores específicos, hemos abordado su estudio en detalle.  
  Las células LLC  se unían a  la proteína de  fusión GST‐PEX9 generada en este estudio, 
pero no a GST, y esta unión era fundamentalmente mediada por la integrina α4β1. Mediante la 
preparación de  formas  truncadas de GST‐PEX9 que  contenían  los  subdominios estructurales 
D1D2  o  D3D4,  hemos  demostrado  que  las  células  LLC  se  unían  también  eficazmente  a  las 
proteínas  GST‐D1D2  y  GST‐D3D4  y  que  esta  unión  era  a  través  de  receptores  celulares 
diferentes: GST‐D3D4  interaccionaba principalmente con  la  integrina α4β1 mientras que GST‐
D1D2 se unía a CD44. Además, ambas regiones, D1D2 y D3D4 inhibían la migración de células 




péptidos  inhibían  la adhesión celular a GST‐PEX9 y proMMP‐9 y  la migración transendotelial. 










por  VEGF.  La  disminución  de  proMMP‐9  conllevaba  una  inhibición  de  la  migración 
transendotelial  o  a  través  de Matrigel,  confirmando  el  importante  papel  de  proMMP‐9  en 
estos procesos. Análisis por RT‐PCR  indicaron que  la regulación de proMMP‐9 por VEGF era a 
nivel transcripcional. De hecho,  la  interacción VEGF‐VEGFR2  inducía  la fosforilación del factor 
de transcripción STAT1 y el silenciamiento de STAT1 restauraba la producción de proMMP‐9 y 
la migración de células LLC.  
  Dado  que  tanto  VEGF  como  proMMP‐9  son  componentes  abundantes  del 
microambiente  de  la  LLC  hemos  estudiado  también  la  posible  regulación  de  VEGF  por 
proMMP‐9. La incubación de células LLC con proMMP‐9 aumentaba los niveles de VEGF a nivel 
transcripcional. Por el contrario,  la  incubación con GST‐PEX9 disminuía  la expresión de VEGF. 
Estos  resultados  fueron  corroborados  en  ensayos  de  vasculogénesis,  donde  células  LLC 
preincubadas  con  proMMP‐9  aumentaron  la  formación  de  tubos  en  cocultivos  con  células 
HUVEC,  mientras  que  la  preincubación  celular  con  GST‐PEX9  inhibía  la  vasculogénesis. 
Adicionalmente,  análisis por  inmunoprecipitación  indicaron una posible  asociación  entre  los 
receptores  de  proMMP‐9  (α4β1/CD44)  y  VEGF  (VEGFR2),  que  podría  conllevar  una 
potenciación de la señalización intracelular y la expansión de células LLC. En conjunto, nuestros 
resultados aportan nuevas evidencias del papel patogénico de proMMP‐9 y VEGF en  la LLC y 









  La  leucemia  linfocítica  crónica  (LLC)  se  caracteriza  por  la  acumulación  en  sangre 
periférica  de  linfocitos  B,  en  muchos  casos  CD5+,  que  a  medida  que  va  progresando  la 
enfermedad van infiltrando diferentes tejidos como la médula ósea o nódulos linfáticos (Figura 
1)  [1].  Es  la  leucemia  más  frecuente  en  adultos  de  países  occidentales,  representando 










mutación,  lo que  incide también en el pronóstico de  la LLC (Tabla 2). La señalización a través 
del  receptor  de  células  B  (BCR)  se  encuentra muy  alterada  con  respecto  a  los  linfocitos  B 











  A  pesar  de  la  heterogeneidad  observada  en  la  LLC,  existen  ciertas  características 
comunes que pueden ser utilizadas para clasificar a  los pacientes con LLC en estadios clínicos 
determinados.  Los  dos  sistemas  de  clasificación más  aplicados  a  nivel  internacional  son  los 
descritos por Rai  [11] y Binet  [12]  (Tabla 1). En el primero,  los pacientes  se dividen en  tres 
grupos  de  riesgo:  bajo  (estadio  0),  intermedio  (estadios  I  y  II)  y  alto  (estadios  III  y  IV). De 
manera análoga, la clasificación Binet agrupa a los enfermos en estadios A, B y C, siendo el C el 
más avanzado. Ambos sistemas se basan en  la cantidad de  linfocitos en sangre periférica y el 
grado  de  infiltración  de  células  en  los  diferentes  órganos  linfoides.  Estas  infiltraciones  dan 
lugar a  las siguientes características clínicas:  linfadenopatías, esplenomegalia, hepatomegalia, 

















































  Se  han  identificado  algunas  proteínas  de  membrana  (Tabla  2)  cuyos  niveles  de 
expresión correlacionan bien con el pronóstico de  la LLC. Así, niveles elevados de CD38 o  la 


















diferente  expresión  de  ciertos  genes,  la  presencia  o  no  de  distintas mutaciones  y  la  gran 
heterogeneidad observada entre los pacientes, hoy en día está descartado que la LLC tenga un 
único origen  común. El  reciente desarrollo de nuevas  técnicas experimentales ha permitido 
generar  una  teoría  que  está  bastante  aceptada  [18].  Se  ha  demostrado  que  las  células 
preleucémicas MBL (leucemia B monoclonal) aparecen en un 13% de los casos de LLC y en los 
pacientes sanos sólo ocurre en un 3% de los casos. Además las características del BCR difieren 
considerablemente  entre  pacientes  con  el  IgVH mutado  (m‐LLC)  y  no mutado  (nm‐LLC)  de 




siendo somáticas o codificadas en  la  línea germinal. Los cambios en  la metilación en el DNA 
pueden ser transferidos verticalmente en individuos de la misma familia. 
  A  través  de  análisis  por microarrays,  se  ha  comprobado  que  las  células  de  nm‐LLC 




somáticas  en  genes  IGHV  [19].Por  otro  lado  también  hay  que  tener  en  cuenta  los  factores 
microambientales  en  los que  se  encuentran  las  células, que pueden  generar  y promover  la 
adquisición de lesiones adicionales en las células B. 
  Considerando  todos  los  puntos  anteriores,  existe  una  última  hipótesis  capaz  de 
explicar  la gran variedad de fenotipos celulares en  las distintas LLC. El origen de  la LLC puede 
ser un proceso secuencial en el que se requieren una serie de transformaciones eventuales a lo 
largo del  tiempo, durante el cual,  las células preleucémicas  sobreviven en el microambiente 
que  se  encuentran.  Primero,  aparecería  una  lesión  temprana  en  genes  reguladores,  de 

































  La mayoría de  las  células  LLC  se hallan en  la  fase G0 del  ciclo  celular en el  torrente 
sanguíneo, por  lo que se pensaba que  la LLC era más una enfermedad  linfoacumulativa que 
linfoproliferativa,  en  la  que  existe  un  bloqueo  de  la  apoptosis.  Las  células  de  LLC  tienen 
constitutivamente activada  la  ruta PI3K/Akt y p38MAPK y  la  señalización por quinasas de  la 
familia Src (Lyn, Lck) y su inhibición promueve la apoptosis celular [20‐22]. Recientemente, se 
ha  observado  que  Notch  está  constitutivamente  activo  en  células  LLC  contribuyendo  a  su 
supervivencia  [22]. Además,  las  células de  LLC  reciben  señales de  supervivencia a  través de 
varias moléculas como  las quimioquinas CXCL12, CCL19, CCL21, CXCL13,  las citoquinas  IL‐4 y 
VEGF,  los factores BAF y APRIL, cuando se unen a sus respectivos receptores. La señalización 
inducida por el BCR o el  receptor CD40  también  induce  supervivencia de  células de  LLC. En 
todos  los  casos, estas activaciones promueven  señales  intracelulares  (como  la activación de 
PKC o PI3K) que inducen la expresión de proteínas antiapoptóticas como survivina, Bcl‐xL, Bcl‐
2, XIAP o Mcl‐1 [23‐26].  
  La adhesión a células estromales o a endotelio, bien en  reposo  (a  través de  la unión 
ICAM‐1/integrinas  β2)  o  bien  activado  (a  través  de  VCAM‐1/integrina  α4β1)  incrementa 
también  los  niveles  de  supervivencia  [27].  En  general,  la  adhesión  a  células  estromales 
favorece la supervivencia de células LLC a través de la inducción de Mcl‐1 [28]. La adhesión de 
células  LLC  a  proteínas  de  la matriz  extracelular  también  promueve  la  supervivencia  o  su 
resistencia  a  tratamientos  farmacológicos  al  aumentar  los  niveles  de  diversas  proteínas 
antiapoptóticas [29, 30]. 
  Por  tanto,  el  microambiente  en  el  que  se  encuentra  la  célula  LLC  favorece  la 












[34].  Además  la  expresión  y/ó  función  de  p53  está  también  afectada  en  pacientes  con 
delección en 17p13 (pérdida del gen TP53), que da lugar a la pérdida de expresión de p53 con 
las consecuencias mencionadas[35].  
  Por  último  hay  que  destacar  los  pacientes  con  trisomía  del  cromosoma  12  que 
presentan    una  enfermedad  atípica,  con  un  fenotipo  celular  poco  común.  Las  células  no 
expresan el marcador de membrana CD5, tienen el contorno nuclear irregular y expresan en la 






indicando que  las  células  leucémicas han pasado por  varios  ciclos de proliferación  [36]. Por 
otro  lado,  el  hecho  de  que  las  células  LLC mueran  por  apoptosis  al  ser  cultivadas  in  vitro, 
sugiere  la  existencia  de  factores  del  microambiente  in  vivo  capaces  de  favorecer  la 
supervivencia  y  la  acumulación  del  clon  leucémico  [8,  37,  38].  En  los  últimos  años,  estos 
factores en el microambiente celular están siendo muy estudiados, ya que su implicación en la 
malignidad de  la enfermedad  les hace buenas dianas  terapéuticas. Se ha observado, que  las 




manteniéndose  en  fase G0 mientras  que  se  incrementa  la  población  dentro  de  los  centros 
proliferativos  o  pseudofolículos.  Algunos  de  estos  centros  son  los  nódulos  linfáticos  o  la 











  La  interacción de  las células LLC con  las células NLC y MSC se establece y mantiene a 







ligando CD40L  (presente  en  células  T).  Esta unión provoca, un  aumento de  la  expresión de 
moléculas  de  adhesión  y  de  co‐estimulación,  induciendo  proliferación,  supervivencia  e 
incrementandose la producción de distintas citoquinas, como IL‐4 y TNF, que inducen también 
supervivencia en LLC [41]. Además, existen otros factores solubles implicados en la regulación 









































de  tres  décadas  el  tratamiento  estándar  ha  sido  el  clorambucilo  (Clb)  un  agente 
quimioterapeotico  alquilante,  pero  en  los  últimos  años  se  han  incorporado  análogos  de 
purinas, solos o en combinación con alquilantes, y más recientemente se han añadido a estas 
pautas  anticuerpos  monoclonales  como  el  Rituximab  anticuerpo  anti‐CD20.  Este  amplio 
arsenal  terapéutico,  junto  con  la  heterogeneidad  biológica  de  los  pacientes,  hace  que  sea 
difícil  elegir  un  tratamiento  concreto  [43].  La  elección  del  tratamiento  dependerá  de  cada 
paciente, en función del estadio clínico, de la presencia de marcadores celulares de buen y mal 
pronóstico, de  las alteraciones genéticas,  la edad, además de  la  respuesta a un  tratamiento 
previo en el caso que lo haya habido. 
  Normalmente,  como  tratamiento  estándar  se  utiliza  rituximab‐fludarabina‐
ciclofosfamida  (R‐FC)  o  rituximab‐bendamustina  (R‐B),  pentostatina‐ciclofosfamida‐rituximab 
(PC‐R) o  fludarabina‐ciclofosfamida‐citoxantrona‐rituximab  (R‐FCM)  [44‐46]. En  los pacientes 
que  presentan  otro  tipo  de  patología,  se  distinguen  entre  aquellos  con  anomalías  graves  y 
moderadas utilizándose R‐Clb, R‐B y B para los primeros y Clb para los segundos[46]. 




el  tratamiento  de  la  LLC.  Se  trata  de  agentes  inmunomoduladores  (como  atalidomina  y 
lenalidomina)  [48][98],  inhibidores  de  la  familia  de  Bcl‐2  (oblidesen  u  obatoclax)  [49], 
inhibidores de proteínas quinasas  (Flavopiridol)  [50] e  inhibidores de  la angiogénesis y de  la 
interacción  de  las  células  LLC  con  el microambiente  celular.  Los  nuevos  tratamientos  que 
bloquean  la  angiogénesis,  solos  o  en  combinación  con  otros  fármacos  están  teniendo muy 
buenos resultados, como el EGCG, el Vatalanib y el Pazopanib que  inhiben  la fosforilación de 
VEGFR1  y  2  y,  en  consecuencia  inducen muerte  en  las  células  de  LLC  y  no  de  linfocitos  B 
normales [51, 52], y el Bezacizumab, un anticuerpo monoclonal frente a VEGF que está dando 
muchos resultados [53]. Como se ha comentado actualmente existen numerosas terapias en el 








[54].  Actualmente  se  han  generado  tanto  ratones  transgénicos  como  modelos  de 
xenotransplante que asemejan aceptablemente las manifestaciones clínicas de la LLC. 
a) Modelos de ratones transgénicos: 
  El  primer  ratón  transgénico  con  características  similares  a  la  LLC  se  desarrolló 
expresando  la proteína Tcl1 bajo el control del promotor de  la  IgHV  (ratón Eµ TCL1). Tcl1 es 
una proteína que  funciona como co‐activador de Akt  [55] y está altamente expresada en  las 
LLC más agresivas. En etapas iniciales los ratones Eµ TCL1 presentan clones de linfocitos CD5+ 
en peritoneo y, a medida que se va desarrollando la enfermedad, las células CD5+ aparecen en 
el bazo  y médula ósea. A pesar de  ser un modelo que  en un principio  generó muy buenas 
expectativas, tiene algunas  limitaciones. En primer  lugar,  la enfermedad dura solo entre 13 y 
18  meses,  por  lo  que  el  estudio  de  tratamientos  a  largo  plazo  no  es  viable.  Además,  la 
sobreexpresión de Tcl‐1 no refleja la complejidad genética de la LLC. En los últimos años se ha 
observado  que  varios  pacientes  presentan  una  delección  de  2 miRNAs  (miR15a  y miR16‐1) 
[56],  lo  que  ha  llevado  a  la  generación  de  nuevos modelos  animales  de  LLC  inhibiendo  la 
expresión de estos miRNAs [57, 58]. 
b) Modelos de Xenotransplante. 
  La  inyección  de  células  LLC  en  ratones  inmunodeprimidos  ha  sido  muy  útil  para 
estudiar la progresión de la enfermedad y determinar cuándo se produce la primera mutación 
oncogénica.  Además,  estos  modelos  han  servido  para  entender  la  influencia  del 







está  presente  durante  el  desarrollo  embrionario,  en  procesos  de  cicatrización  y  en  el 
embarazo.  Este  proceso    juega  también  un  importante  papel  en  la  tumorigénesis  y  en 
 44 
metástasis.  La  angiogénesis  está  regulada  por  numerosos  factores  solubles  y  sus 





  Es  una  glicoproteína  ampliamente  expresada  en  tejidos  normales,  capaz  de  inducir 





  Además  de  estar  implicado  en  angiogénesis,  juega  un  papel  muy  importante  en 
supervivencia y migración celular.  
  Los  receptores  VEGFR1,  2  y  3  son  receptores  con  actividad  tirosin‐quinasa  que  es 
regulada por la unión sus ligandos (VEGF) o por dimerización, ya que pueden homodimerizar o 
heterodimerizar entre ellos y con otras proteínas de membrana como PCAM 1 o integrinas. La 
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  Las  células  de  LLC  expresan  VEGF  y  VEGFR  1,  2  y  3  correlacionándose  una  alta 
expresión de estos factores con un mal pronóstico de  la enfermedad. Son, por tanto, buenas 
posibles  dianas  terapéuticas.  Además,  estas  células  son  capaces  de  responder  a  hipoxia  e 
incrementar  la  secreción  de  VEGF.  De  hecho,  el  sobrenadante  celular  de  LLC  es  capaz  de 
promover el crecimiento de células HUVEC en ensayos con matrigel. Por otro lado, las células 
de  LLC  tienen  constitutivamente  fosforilado  el  receptor  VEGFR‐2,  induciendose  la 
supervivencia al aumentar los niveles de las proteínas antiapoptóticas Mcl‐1 y XIAP [66, 67].  







  La  infiltración  de  órganos  por  células  LLC,  es  decir  la  progresión  de  la  enfermedad, 
implica procesos de migración celular. Estos procesos siguen  los mismos pasos descritos para 





expresión  de    α4β1  es  variable  y  α5β1  αVβ3  están  ausentes  [71,  72].  También  expresan 
diversos  receptores  de  quimioquinas  fundamentalmente  CXCR4,  CXCR5  y  CCR7  [73].  Estos 
receptores son plenamente  funcionales,  induciendo señales  intracelulares que promueven  la 
migración y  supervivencia de  las  células  LLC  [74‐76]. Tanto CXCR4,  como  su  ligando CXCL12 
suelen estar sobreexpresados en células LLC, correlacionándose con un mal pronóstico [77]  
  La integrina α4β1 y la estimulación con quimioquinas juegan un papel fundamental en 
la activación de  la  integrina αLβ2 y  la GTPasa Rap1 en procesos de migración de células LLC 
[78].  Se  ha  demostrado  que  las  integrinas  α4β1  y  αLβ2  son  necesarias  para  la migración 
transendotelial  bajo  condiciones  de  flujo,  y  además,  se  ha  descrito  que  ZAP‐70  potencia  la 
señalización  inducida  por  los  receptores  de  quimioquinas  promoviendo  la  infiltración  de 
células de LLC en tejidos secundarios [79, 80]. 







pronostico  (Tabla 2). Además esta  integrina es  indispensable para  la migración de  las células 
LLC  a  la médula  ósea  [81].  Estos  datos  sugieren  que  integrina  α4β1  juega  un  papel muy 
importante en la malignidad de las células de LLC. 




dominio  citoplasmático,  una  región  transmembrana  y  un  dominio  extracelular  [83].  La 
actividad adhesiva de las integrinas está altamente regulada y existen numerosos procesos que 
median  su  activación  o  desactivación.  La  capacidad  de  unir  su  ligando  puede  ser  inducida 
mediante cambios en la afinidad y/o avidez. Estos cambios dinámicos son debidos a estímulos 
recibidos  por  otros  receptores  de  la  superficie  celular.  Además,  la  unión  del  ligando  a  las 




implican  la  agrupación  o  clustering  de  integrinas  gracias  a  la  fluidez  de  la  membrana 





de  expresarse  en  otros  tipos  celulares  como  células  de  la  cresta  neural  y  otras  células 
tumorales de origen no hematopoyético como el melanoma [90]. Esta integrina tiene una gran 
importancia  en  procesos  inflamatorios,  recirculación  linfocitaria,  hematopoyesis  y 
organogénesis  [88,  89].  Además,  está  implicada  en  la  adhesión  de  progenitores 
hematopoyéticos al estroma de la médula ósea [91], juega un papel importante en patologías 
inflamatorias  como  asma bronquial,  artritis  reumatoide,  esclerosis múltiple  y  aterosclerosis, 
entre  otras  [88,  89],  y  podría  también  afectar  al  desarrollo  de  distintos  tumores  como  la 
leucemia mieloide crónica [92], el mieloma múltiple [93, 94]. 
  Las células de LLC expresan altos niveles del  receptor CD44,  tanto  la  forma estándar 
CD44H como la variable CD44v [95]. De hecho, se ha observado que pacientes con altos niveles 
de CD44 soluble en suero presentan un peor pronóstico de la enfermedad [96]. Esta proteína 
forma  parte  de  una  familia  de  glicoproteínas  que  actúan  como  receptores  de 
glicosaminoglicanos como el ácido hialurónico, aunque  también se ha visto que pueden unir 
colágeno,  laminina  y  fibronectina  [97].  Es  expresada  en  gran  variedad  de  tipos  celulares, 
incluidos  la  mayor  parte  de  las  células  hematopoyéticas,  queratinocitos,  condrocitos,  y 
también algunos tipos de células epiteliales, endoteliales y neuronales [98]. La complejidad de 
CD44 radica en que  todas  las  isoformas provienen de un único gen, capaz de sufrir distintos 
splicing alternativos para dar lugar a las diferentes formas de CD44. La forma estándar de CD44 
es  la de menor peso molecular, y se expresa en  la mayor parte de  las células, consta de una 
región  extracelular,  un  dominio  transmembrana  y  una  cola  citoplasmática  (Figura  6).  En  la 
región  citoplasmática,  CD44  es  capaz  de  unir  proteínas  asociadas  al  citoesqueleto,  como  la 
ankirina,  los miembros ezrina,  radixina y moesina, PKC,  la  ruta de RhoA, o  la  señalización a 
través  de  Src  quinasas  como  Lck,  Fyn  y  Lyn  [99].  Las  isoformas  variables  de  CD44  (CD44v), 
difieren  de  la  forma  estándar  en  que  incluyen  diferentes  combinaciones  de  10  exones 
variables, capaces de ensamblarse en un único sitio próximo a  la membrana celular y dando 





liberándose  de  la membrana  en  forma  soluble.  Este  dominio  de  CD44  soluble  es  capaz  de 
acumularse  en  la  matriz  extracelular  o  en  el  plasma  y  fluidos,  enviando  diversas  señales 
celulares [101].  
  CD44  resulta  fundamental durante  la morfogénesis, organogénesis, hematopoyesis y 
homing  linfocitario,  migración  celular,  activación  linfocitaria,  adhesión  celular  y  apoptosis 
celular. Para  llevar a cabo sus  funciones, no solamente actúa como receptor celular para  los 
distintos componentes de la matriz extracelular, también es capaz de actuar como plataforma 






  Las  MMPs  son  enzimas  implicadas  principalmente  en  regular  la  integridad  y  la 
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numerosos  substratos  pericelulares  [104‐106].  Las MMPs  tienen  especificidad  de  sustrato, 
aunque  la mayoría presenta actividades redundantes y en conjunto son capaces de degradar 
casi  todas  las  proteínas  de  la matriz  extracelular.  Además,  estas  enzimas  son  capaces  de 
proteolizar otras muchas moléculas,  tanto  solubles,  como presentes en  la  superficie  celular, 
regulando así muchas otros procesos [107, 108]. Durante los últimos años se han descubierto 
nuevas funciones de las MMPs que son independientes de su capacidad enzimática [109]. 
  La  clasificación de  las MMPs  se  realizó  inicialmente en  función al  componente de  la 
matriz extracelular que eran capaces de degradar [108, 110]. Así,  las MMPs se agruparon en: 
colagenasas  (MMP‐1,  ‐8,  ‐13), gelatinasas  (MMP‐2,  ‐9), estromilisinas  (MMP‐3,  ‐10,  ‐11,  ‐7) y 
matrilisinas.  Con  el descubrimiento de nuevos  sustratos  esta  clasificación quedó obsoleta  y 
actualmente  las  MMPs  se  clasifican  según  su  estructura  [109]  existiendo  ocho  tipos 
estructurales diferentes,  unas  son  solubles  capaces de difundir por  la matriz  extracelular,  y 
otras  están  ancladas  a  la membrana    a  través  de  dominios  transmembrana  (MT‐MMPs)  o 
glicofosfatidilinositol (GPI) (Figura 7). 
  Todas las MMPs presentan una estructura común en su región extracelular con cuatro 







calcio  [111].  Por  lo  que  la  especificidad  de  los  diferentes  sustratos  se  determina 
probablemente mediante conformaciones específicas y regiones situadas fuera del sitio activo. 
El dominio hemopexina  (PEX)  está presente  en  todas  las MMPs,  excepto MMP7, MMP26  y 
MMP23 y contiene aproximadamente 200 residuos que conectan con el dominio catalítico a 
través  de  una  región  rica  en  prolinas  [112,  113].  El  PEX  regula  la  unión  de  la  proteasa  a 

























































amino  terminal  que  dirige  la  proteína  hacia  el  retículo  endoplasmático  (pre),  prodominio  con  el  grupo  de 
interacción  zinc‐thiol  (SH), dominio  catalítico  con unión  a  Zinc  (Zn2+), puentes disulfuro  (S‐S) dominio de unión 
colágeno  II  con  repeticiones de  fibronectina  (Fn), motivo de  reconocimiento  celular para  furina de proteasas de 









  Las MMPs,  desempeñan  un  papel  fundamental  en  numerosos  procesos  fisiológicos 
como morfogénesis tisular, invasión y migración celular, reparación de heridas, vasculogénesis 
o desarrollo del hueso, y patológicos como cáncer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes 
(artritis),  enfermedades  cardiovasculares,  fibróticas  y  cerebrovasculares  [109].  Las  MMPs 
intervienen  también  durante  la  angiogénesis,  no  solo  en  el  proceso  de  degradación  de  la 























































características  específicas que  la  hacen única  y  la  confiere  funciones  especiales.  El  dominio 
hemopexina de  la MMP‐9  (PEX9) solo comparte entre un 25 y un 33% de homología con  los 
dominios PEX de otras MMPs y  juega un papel fundamental en  la unión de  la MMP‐9 a otras 
moléculas  como TIMP‐1  y en  la  formación de multímeros de MMP‐9. El PEX9  también está 
implicado  en  la unión de  la MMP‐9  a  la  superficie  celular, por  ello,  en  los últimos  años ha 
recibido especial atención el estudio de este dominio (Figura 8).  
  Una característica específica de las gelatinasas es la región con tres dominios de unión 
a  fibronectina  tipo  II  [122,  123]  que  es  capaz  de  unir  gelatina  (colágeno  desnaturalizado), 
laminina  y  colágeno  tipo  I  y  IV  [124]. Además,  a  diferencia  de  la  otra  gelatinasa  (MMP‐2), 
posee  un  dominio  colágeno  tipo  V,  que  se  encuentra  altamente  glicosilado  (denominado 
dominio OG)  [125‐127]  (Figura 8 A). Los azúcares de esta región  (de  tipo N‐ y O‐glicosídicos) 
dan lugar a que se forme un puente disulfuro entre el dominio catalítico y el PEX9 [126, 128], 
el dominio OG confiere a la MMP‐9 una mayor flexibilidad, pudiendo adquirir conformaciones 








lugar un  cambio en  la actividad o en  la  función de  la enzima. Su  secuencia de aminoácidos 
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expresarse  también  como  oligómero  unida  a  otra  moléculas  como  a  la  lipocalina  NGAL 
(asociada a la gelatina de neutrófilos), presentando un  peso molecular de 125kDa [131]. 
  La MMP‐9 completa presenta un peso molecular de unos 92 kDa, esta forma de MMP‐
9  tiene el prodominio por  lo que  se  la va a denominar proMMP‐9. Cuando  la proMMP‐9 es 
activada por proteólisis del prodominio pasa a tener un peso molecular de 85 kDa. Debido a 
que  esta  metaloproteinasa  presenta  O‐  y  N‐glicanos  también  es  susceptible  a  diferentes 
glucosilaciones. En el  retículo endoplasmático una  forma de 85 kDa puede ser  transformada 
por glucosilación  a una forma intermedia de 89 kDa  para posteriormente dar lugar a la forma 
madura de 92 kDa que presenta el prodominio  (proMMP‐9)  [114, 132]. Además de  la  forma 
activa de 85 kDa, pueden aparecer otras formas de MMP‐9 activada, por ejemplo, la activación 
por MMP‐3 genera una forma de unos 65 kDa que no tiene ni el propéptido aminoterminal ni 
el  dominio  hemopexina  [133,  134].  En  el  apartado  de  resultados  vamos  a  utilizar 
indistintamente  (pro)MMP‐9,  como  termino para  referirnos  tanto a  la  forma  inactiva  con el 
propéptido, como a la proteolizada activa sin el propéptido. 
Regulación de la MMP‐9 
  La expresión de  la MMP‐9 está muy regulada a diferentes niveles. En primer  lugar el 
gen de la MMP‐9 es transcrito en respuesta a diferentes señales celulares como activación de 
receptores  celulares,  hipoxia,  etc.  Seguidamente,  existe  una  regulación  post‐transcripcional 
donde  intervienen diferentes miRNAs dando  lugar a  la degradación del mRNA de  la MMP‐9. 
Tras  ser  traducida  la  enzima  es  acumulada  en  vesículas  que  se  secretan  en  respuesta  a 
determinados  estímulos.  Por  último  la  proMMP‐9  es  activada  para  ser  enzimáticamente 
funcional  ya  que  es  sintetizada  como  zimógeno. Una  vez  activa  puede  ser  captada  por  sus 
inhibidores bloqueando su acción [135] (Figura 9). 
a) Regulación transcripcional 
  El  gen  de  la MMP‐9  se  encuentra  en  el  cromosoma  20q11.2  y  está  principalmente 
regulado  por  diversas  vías  de  activación  a  través  de  receptores  de  farnesoid,  sensores 
metabólicos,  integrinas,  receptores  de  quimioquinas  y  receptores  de  proliferación  celular, 
entre otros [136, 137] (Figura 9). 










  El RNA puede  ser estabilizado o degradado a  través de proteínas de unión  a RNA  y 
ncRNAs,  actuando  como  elementos  cis  y  pudiendo  estabilizar  o  desestabilizar  el mRNA  de 
determinadas proteínas [141]. 

















  Una  vez  que  la  MMP‐9  es  secretada  puede  difundir  entre  los  tejidos  y  la  matriz 
extracelular o puede anclarse a receptores de la superficie celular como CD44, LRP‐1, LRP‐2, Ku 
e  integrinas  [114]. La unión a estos  receptores puede provocar  la activación de  la MMP‐9 y 
producir un direccionamiento de la degradación de la matriz por las células que la expresan. 
d) Activación de la proMMP‐9 
  Como  todas  las  MMPs,  la  MMP9  se  produce  como  zimógeno  de  manera  que  el 
propéptido que contiene la secuencia conservada PRCXXPD debe ser eliminado o retirado para 















  La  actividad  catalítica de  la MMP‐9 puede  ser bloqueada por diferentes  inhibidores 
algunos comunes a todas las MMPs, como la α2‐macroglobulina y otros más específicos como 




los  cánceres  con  alto  porcentaje  de  metástasis.  Algunas  de  ellos  son  la  doxiciclina,  la 
minociclina, y las tetraciclinas [146, 147]. 
Función y papel de la MMP‐9 en diferentes procesos fisiológicos y patológicos 
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  Por  otro  lado,  se  han  descrito  recientemente  nuevas  funciones  de  la  MMP‐9 
independientes de su actividad catalítica, en las que intervienen otros dominios estructurales. 
En este  contexto  la MMP‐9  actuaría  como  ligando,  activando o  silenciando diferentes  rutas 
implicadas  en  supervivencia  celular  o  induciendo  moléculas  señalizadoras  que  inhiben  la 
apoptosis de células tumorales (Figura 9) [148‐151]. 
  Además,  la  MMP‐9  se  localiza  y  por  tanto,  realiza  su  función  en  todos  los 
compartimentos y orgánulos celulares. Se encuentra en lisosomas degradando catepsina D, E, 
L1  y  Z;  en  el  núcleo  regulando  la  ubiquitinación mediante  el  procesamiento  de  la  enzima 
conjugada  a  la  ubiquitina  E2N;  y  por  supuesto  se  encuentra  como  proteasa  soluble  en  el 
citoplasma  celular  [125].  Una  pequeña  parte  de  la  enzima  puede  estar  anclada  en  la 
membrana de diversos  tipos  celulares no  tumorales  y  tumorales,  incluyendo  células de  LLC 
[122], desempeñando diferentes  funciones. Los mecanismos que  intervienen en este anclaje 
han  sido  descritos  denominandose  complejos  de  unión  (docking  complex).y  son  diferentes 
receptores  o  proteínas  de  la  membrana  celular.  En  células  tumorales  algunas  de  estas 
proteínas distintas isoformas variables de CD44, de  integrinas α5β1, αvβ3, o la proteína Ku de 
reparación de ADN [102, 103, 152‐155].  
  Debido  a  la  gran  variedad  de  sustratos  de  la MMP‐9,  esta  gelatinasa  participa  en 
numerosos procesos fisiológicos y está implicada en numerosas patologías.  
a) Procesos fisiológicos en los que interviene la MMP‐9: 
  La  MMP‐9  está  implicada  en  la  remodelación  del  endometrio  durante  el  ciclo 
menstrual femenino y durante el desarrollo embrionario [156, 157] 
  Por  otro  lado  posee  un  papel muy  importante  en  angiogénesis  regulando  factores 
tanto pro‐ como antiangiogenicos y en la remodelación de vasos sanguíneos y linfáticos. Se ha 
observado que  ratones Knock‐out MMP‐9‐/‐  tienen un defecto en estos procesos  [158, 159]. 
Estos ratones también presentan un crecimiento tardío en huesos y son un 10% más pequeños 




en  la regeneración epitelial,  la cicatrización y  la plasticidad sináptica neuronal (importante en 
los procesos de memorización y aprendizaje) [136].  
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  Además  tiene  un  importante  papel  durante  los  procesos  de  inflamación,  ya  que  es 
altamente expresada y secretada por células del sistema inmune, promoviendo la  movilización 
de  células  troncales  a  la médula  ósea,  o  de  linfocitos  y  leucocitos  en  respuesta  a  factores 
solubles de la inflamación [136]. 
b) Patologías asociadas a la MMP‐9 
  La  desregulación  de  esta  proteína  desemboca  en  numerosas  patologías  tanto 
inflamatorias,  autoinmunes,  como  degenerativas.  Así,  un  aumento  de  la  MMP‐9  y  una 
disminución  de  TIMP‐1  están  asociados  con  una  ruptura  prematura  de  las  membranas 






membrana  basal  en  las  primeras  etapas.  También  está  implicada  en  procesos metastáticos 
más  avanzados,  induciendo  la  invasión  de  células  malignas  hacia  los  vasos  para  su 
diseminación a otros  tejidos  [136]. En  los últimos años debido al descubrimiento de nuevos 
sustratos y nuevas  funciones de  la MMP‐9,  se ha visto que puede  jugar un papel dual en  la 



















que  puede  estar  presente  como monómero  y  como  dímero.  La  formación  de  dímeros  no 
depende de puentes disulfuro, sino de interacciones hidrofóbicas entre las dos moléculas y por 
esta razón, se ha sugerido que es clave en la formación de multímeros de MMP‐9 [130]. 
  El dominio PEX9 une  la MMP‐9 a diferentes proteínas por  lo que está  implicado en 
numerosas  funciones.  Es  el  dominio  responsable  de  interaccionar  con  diferentes  sustratos 
como gelatina, colágeno tipo I, tipo IV, fibrinógeno y elastina. La afinidad por estos sustratos es 
mayor  cuando  la  MMP‐9  no  está  activada  y  mantiene  el  propéptido  [163,  164].  El  PEX9 















importante  en  la  regulación  de  procesos  cancerígenos  como  la  migración,  supervivencia, 
angiogénesis  y  proliferación  y  que,  dependiendo  del  tipo  celular  esta  regulación  puede  ser 
positiva o negativa.  El  PEX9  es  capaz  de  inhibir  la migración de  células de  cáncer  de  colon 
metastásico  (línea  celular SW620) mientras que esto no  se produce en  las  células de  tumor 
primario que aún no  se han movilizado a otros nichos  (línea celular LS1749)  [164]. Por otro 
lado, se ha observado que una delección del dominio hemopexina    inhibe  la  inducción de  la 
migración por MMP‐9 en la línea celular  de fibroblasto COS‐1 [167]. También se han realizado 






  Existen  numerosos  estudios  indicando  el  importante  papel  de  la  proMMP9  en  el 
progreso de la leucemia linfocítica crónica B. Trabajos previos han demostrado que las células 
LLC  producen  y  secretan  mayoritariamente  la  metaloproteinasa  MMP‐9,  sin  detectarse  la 
presencia  de MMP‐2, MT‐MMP‐1  o  el  inhibidor  de MMP‐9  TIMP‐1  [171,  172],  además  la 
proMMP‐9 es expresada por las células de LLC a concentraciones mucho mayores en linfocitos 
B de  individuos  sanos  [171, 173], de manera que altas  concentraciones de proMMP‐9 en el 
suero de los pacientes indican un mal pronóstico de la enfermedad [13, 17]. 
  Otro  datos  que  corroboran  la  importancia  de  esta  enzima  En  el  progreso  de  la 
enfermedad  es  que  las  células  LLC  presentes  en  sus  nichos  como médula  ósea  o  nódulos 
linfáticos producen más cantidad de esta enzima [171, 173].  
  Se ha demostrado que  la  inhibición de  la  actividad  enzimática de MMP‐9  reduce  la 
migración a través de colágeno de tipo IV o de monocapas de células endoteliales [173], que el 






  En  nuestro  laboratorio  se  ha  demostrado  la  importancia  de  esta  enzima  para  la 
migración de  las células LLC ya que  inhibiendo  in vitro  la proMMP‐9 endógena, se bloquea  la 
invasión celular  [172]. Además  la producción de proMMP‐9 se  incrementa en  las células LLC 
tras la estimulación de la integrina α4β1, y los receptores de quimio quinas CCR7 y CXCR4 [172, 
174]. También se ha descrito que la MMP‐9 puede localizarse en la membrana de células LLC a 
través de  la  integrina  α4β1 y  la molécula de adhesión CD44 y que esta asociación  inhibe  la 























































con  un  anticuerpo  anti‐CD19)  se  purificaron  mediante  selección  negativa  usando  bolas 
magnéticas  (Dynal  ASA,  Oslo,  Noruega)  conjugadas  con  anticuerpos  anti‐CD3.  Las 
características de los pacientes utilizados en esta tesis doctoral se detallan en la Tabla 4: 
  Características clínicas de los pacientes     
Paciente  Sexo/Edad  Estadio  CD38/ZAP70b α4 (%)  Estado Ig  
1  M/56  B/I  −⁄−  ND  Mutado 
2  M/34  B/I  −⁄+  ND  Mutado 
3  M/62  A/0  +⁄+  ND  No mutado 
4  F/65  A/0  −⁄+  71  No mutado 
5  M/75  A/0  +⁄+  65  No mutado 
6  M/72  A/0  −⁄ND  ND  ND 
7  F/75  B/II  +⁄+  ND  No mutado 
8  F/49  A  −⁄−  ND  Mutado 
9  M/83  B/II  +⁄−  25  No mutado 
10  M/65  A  ‐/ND  ND  ND 
11  F/65  B/II  −⁄ND  ND  ND 
12  F/73  A/II  −⁄+  73  Mutado 
13  M/51  B/II  −⁄ND  ND  Mutado 
14  M/63  B/II  +⁄+  35  ND 
15  M/77  A/0  −⁄−  ND  Mutado 
16  F/67  B/II  ‐/ND  71  ND 
17  F/54  B/II  ‐/ND  55  No mutado 
18  M/43  A/0  ‐/‐  29  Mutado 
19  M/81  A/0  ‐/ND  57  Mutado 
20  M/56  C/IV  ‐/‐  88  No mutado 
21  M/58  B/II  +/+  48  No mutado 
22  M/67  B/II  ‐ +  20  Mutado 
23  M/69  C/IV  +/+  37  ND 
24  F/83  C/IV  ‐/+  74  Mutado 
           
   70   
Paciente  Sexo/Edad  Estadio  CD38/ZAP70b α4 (%)  Estado Ig  
25  M/70  B/II  +/+  75  No mutado 
26  M/64  A/I  ‐/‐  78  Mutado 
27  M/80  A/I  ‐/+  81  No mutado 
28  M/77  B/I  +/+  82  ND 
29  M/83  B/II  +/+  43  No mutado 
30  M/68  B/II  ‐/+  12  Mutado 
31  M/59  C/IV  +/+  30  No mutado 
32  M/85  C/IV  +/ND  25  Mutado 
33  F/73  A/II  ‐/‐  76  Mutado 
34  M/60  A/0  +/‐  37  ND 
35  M/69  C/IV  ‐/+  74  ND 
36  M/70  B/II  +/+  75  No mutado 
37  M/79  B/II  +/‐  43  No mutado 
38  M/68  B/II  ‐/ND  12  ND 
39  M/59  C/IV  +/+  30  No mutado 
40  M/64  A/I  +/ND  35  Mutado 
41  M/48  B/I  +/+  10  ND 
42  F/54  A/0  +/ND  93  No mutado 
43  M/68  ND  +/ND  36  ND 
44  ND  ND  +/ND  99  ND 
45  F/70  C/IV  +/ND  80  ND 
46  M/66  B/II  +/+  91  ND 
47  M/63  B/II  +/ND  61  ND 
48  F/69  C/IV  +/ND  99  ND 




































































  Los  péptidos  y  sus  secuencias  utilizados  en  este  trabajo, marcados  o  no  con  5(6)‐ 
carboxifluoresceina,  se  encuentran  en  la  Tabla  7  y  fueron  generados  a  través  de  un 
sintetizador automático  (AMS 422, ABIMED Analysen‐Technik GmbH, Langenfeld, Germany).  
Péptidos CS1 y CS3  Secuencia de amino ácidos    500µg/ml=µM
CS1  LVTLPHPNLHGPEILDVPST    183,0 
CS3  TSGQQPSVGQQMIFEEHGFR    183,0 
Péptidos derivados de D3D4       
P1 (621‐640)  RGKMLLFSGRRLWRFDVKAQ    202,8 
P2 (638‐657)  KAQMVDPRSASEVDRMFPGV    225,2 
P3 (654‐674)  FPGVPLDTHDVFQYREKAYFC    197,5 
P4 (672‐691)  YFCQDRFYWRVSSRSELNQV    193,5 
P5 (689‐707)  NQVDQVGYVTYDILQCPED    227,3 
Péptidos derivados de P3       
P3a  FPGVPLDTHDVFQYREK    244,1 
P3b  PLDTHDVFQ    427,4 
P3arv  KERYQFVDHTDLPVGPF    255,1 
P3am  FPGVPLATHAVFQYREK    244,1 
Péptidos fluoresceinados derivados de P3, CS1 y CS3     
CF‐P3a  CF‐FPGVPLDTHDVFQYREK    215,7 
CF‐P3am  CF‐FPGVPLATHAVFQYREK    207,8 
CF‐CS1  CF‐LVTLPHPNLHGPEILDVPST    199,4 
CF‐CS3  CF‐TSGQQPSVGQQMIFEEHGFR    190,8 
Péptidos derivados de D1D2       
P6 (523‐543)  FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW    254,9 
P7 (540‐559)  KYWRFSEGRGSRPQGPFLIA    209,0 
P8 (557‐576)  LIADKWPALPRKLDSVFEER    212,5 
P9 (574‐590)  EERLSKKLFFFSGRQVWVYT    209,7 
P10 (588‐608)  VYTGASVLGPRRLDKLGLGA    198,3 
P11 (606‐621)  LGADVAQVTGALRSGRGK    244,6 
Péptidos derivados de P6       





  1  x 105  células de  LLC    fueron  incubadas durante 30 min  a 4ºC  con  los  anticuerpos 















  Placas  de  96  pocillos  fueron  tapizadas  (O/N  4ºC)  con  las  diferentes  proteínas  a  las 
concentraciones  indicadas  (0.4 µM  Y  0.6 µM de GST‐PEX9, GST‐B1B2, GST‐B3B4 para  LLC  y 
MEC‐1  respectivamente,  120  nM  de  proMMP‐9,  36nM  Fn,  18nM  VCAM,  0.4  µM  ácido 
hialurónico). Previamente a la adhesión, las células fueron marcadas con 2’, 7’‐bis (carboxietil)‐




segundos  para  favorecer  el  decantamiento  de  las  células  al  fondo  del  pocillo,  las  placas  se 
incubaron  durante  1  hora  a  37ºC.  Se  hicieron  varios  lavados  con medio  RPMI  1640  para 







  Para establecer  las capacidades migratorias de  las células se realizaron  los siguientes 
ensayos: 
a) Quimiotaxis 
  5  x  105  células  LLC  fueron  depositadas  en  la  parte  superior  del  filtro  de  cámaras 
Transwell  de  5  μm  de  tamaño  de  poro  (Costar,  Nueva  York,  USA).  Las  células  LLC  fueron 
tratadas  o  no,  con  diferentes  proteínas  o  anticuerpos  en  algunos  experimentos. 
Posteriormente  los  transwell  se depositaron en placas de 24 pocillos en  los  cuales  se había 
añadido previamente 600µl de RPMI sin suero en presencia o no de CXCL12 (100 ng/ml). Tras 
24 horas se analizó el porcentaje de migración por citometría de flujo, cuantificando el número 
de  células  que  habían  transpasado  los  transwell  en  condiciones  constantes  de  tiempo  y 
velocidad de flujo. 
b) Migración transendotelial 
  Células HUVEC  (7,5  x 104 por  condición)  fueron plaqueadas en  la parte  superior del 
filtro de cámaras Transwell previamente tapizados con fibronectina (20 μg/ml). Tras alcanzar la 
confluencia,  las monocapas de HUVEC  se  incubaron durante  12  horas  con  TNF‐α  (15ng/ml) 
(R&D systems) para inducir la expresión en superficie de VCAM‐1 e ICAM‐1. A continuación se 
añadieron 10 x 105 células de LLC preincubadas o no con las proteínas o anticuerpos indicados 
en  cada  pie  de  figura.  En  compartimentos  inferiores  se  añadió  con  600  μl  de  medio  de 
adhesión en presencia o ausencia de CXCL12 (100 ng/ml) (R&D systems). El nivel de migración 
celular fue analizado por citometría de flujo de manera similar que en  la quimiotaxis. Tras  la 
migración,  las células HUVEC  fueron  teñidas con cristal violeta para excluir cualquier  tipo de 
alteración de la integridad de la monocapa. 
c) Invasión a través de matrigel: 
  Cámaras  de  Transwell  similares  a  las  utilizadas  en  el  ensayo  de  quimiotaxis  fueron 
tapizadas  en  la  parte  superior  durante  30  minutos  a  37ºC  con  40µl  de  matrigel  (BD, 
Biosciences,  Erembodegem,  Bélgica)  diluido  previamente  1:3  en  RPMI  sin  suero.  En  el 






  En algunos casos se quiso estudiar el efecto de péptidos y anticuerpos en  la  invasión 
celular,  por  lo  que  las  células  fueron  preincubadas  durante  30 minutos  con  las moléculas 
indicadas en los pies de figura y posteriormente sometidas a los ensayos descritos. 
Microscopía confocal 
  2  x  104  células  se  adhirieron  a  cubreobjetos  previamente  tapizados  con  poli‐Lisina 
(10µg/ml) (Sigma‐Aldrich) y se incubaron durante 2 horas a 37ºC. Tras realizar los tratamientos 
correspondientes,  se  lavaron  con  PBS  1x  y  fueron  fijadas  durante  15  minutos  con 
paraformaldehido 1% en PBS 1x  (Sigma‐Aldrich) A continuación  fueron  lavadas y bloqueadas 
con PBS/1% BSA durante 1h.  Se  incubaron durante 1 hora a  temperatura ambiente  con  los 
correspondientes  anticuerpos  primarios  (10µg/ml),  en  presencia  de  gammaglobulinas. 




  El  programa  Dye‐Separation  Leica  software  fue  utilizado  para  analizar  el  grado  de 
colocalización de proteínas. Se generó una gráfica de puntos  (dot‐plot) donde  los ejes X e Y 
corresponden  a  la  intensidad  de  fluorescencia  de  los  pixeles  de  cada  canal.  La  región  de 





(Roche  Applied  Science,  Indianapolis,  EEUU)),  las  proteínas  fueron  separadas  en  geles  de 
poliacrilamida  entre  el  8‐12%  en  presencia  de  SDS  y  electrotransferidas  a membranas  de 
nitrocelulosa (Bio‐Rad Laboratories, Hercules, CA). Las membranas fueron bloqueadas con 5% 
de  leche desnatada en TBS‐0,1%Tween durante 1 hora,  incubadas durante toda  la noche con 
los anticuerpos primarios correspondientes en solución de bloqueo, y tras ser lavadas (0,1% de 
Tween  20  en  TBS)  fueron  finalmente  incubadas  1  hora  con  anticuerpos  secundarios 
conjugados  con  HRP  (Dako,  Glostrup,  Dinamarca).  Las  proteínas  se  visualizaron  usando  el 
substrato  quimioluminiscente  SuperSignal  (Pierce,  Rockford,  IL,  EEUU).  En  el  caso  de 
cuantificación de las bandas, las imagenes fueron densitometradas en un densitómetro GS‐800 
(Bio‐Rad  Laboratories).  En  determinados  ensayos,  las  membranas  fueron  sometidas  a  un 
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proceso  de  stripping  (3  lavados  con  buffer  1% Glicina,  1%  SDS,  0,0005% NP‐40,  pH  2,2.    a 
temperatura  ambiente para  liberar  los  anticuerpos  unidos). A  continuación,  las membranas 





μg/ml de  inhibidores de proteasas y un 1% de digitonina  (Sigma‐Aldrich). Los  lisados  fueron 
preaclarados  durante  3  horas  a  4ºC  con  proteína  A  o  proteína  G  sefarosa  (Amersham 
Biosciences Europe, Barcelona, Spain), según la especificidad del anticuerpo, para eliminar las 
uniones  inespecíficas,  y  posteriormente  los  sobrenadantes  incubados  con  los  anticuerpos 





zimografía.  Los  sobrenadantes  de  2.5  x  106  células  cultivadas  en  medio  sin  suero  sobre 
distintos  sustratos  o  tratadas  con  diferentes  proteínas,  fueron  recogidos  tras  24  horas,  se 
concentraron 100 veces  (columnas Nanosep 3K, Pall Co., Ann Arbor, MI) y se  resolvieron en 
condiciones  no  reductoras  mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  al  7.5%  en 
presencia  de  1%  de  gelatina  (Sigma‐Aldrich).  Posteriormente,  los  geles  fueron  lavados  tres 
veces  con  2.5%  de  Triton  X‐100  en  agua,  y  se  incubaron  16  horas  a  37ºC  en  solución  de 
reacción  enzimática  (50mM  Tris‐HCl  pH  7.5,  10  mM  CaCl2  200mM  NaCl).  Finalmente,  la 
actividad  gelatinocítica  de  la  (pro)MMP‐9  fue  detectada mediante  tinción  del  gel  con  una 
solución de 0,2% Coomassie/Ácido Acético. 
Ensayos de supervivencia celular 


















































  Las  proteínas  GST  y  de  fusión  con  GST  generadas,  fueron  expresadas  en  bacterias 
termocompetentes  DH5α  Escherichia  coli,  tras  su  inducción  con  isopropyl‐1‐thio‐β‐D‐
galactopyranoside,  fueron  lisadas  en  buffer  1.5 M NaCl,  0.5 M  Tris,  50 mM Na2EDTA,  10% 
Tritón por sonicación. Tras la lisis, se centrifugó y dependiendo de las proteínas recombinantes 
estas fueron detectadas en el medio soluble o en el pellet formando cuerpos de inclusión. Las 
proteínas  encontradas  en  el  sobrenadante  fueron GST, GST‐D1, GST‐D2  y GST‐D3  y  fueron 
purificadas  con  una  columna  de  Glutatión  agarosa  (Sigma  Aldrich).  El  resto  de  las 
construcciones  (GST‐PEX9,  GST‐D4,  GST‐ΔD1,  GST‐ΔD2,  GST‐ΔD3  y  GST‐ΔD4)  fueron 
solubilizadas en una  solución 1x PBS, 1%  sarkosyl. Una vez  solubles estas proteínas no eran 
capaces de unirse a la columna de glutatión agarosa debido al gran porcentaje de detergente 
en el medio, de manera que se purificaron por electroelución SDS‐PAGE y posteriormente se 













































  En primer  lugar se preparó el  inmunógeno. Para ello se acopló  la proteína portadora 
“keyhole  Limpet  Hemocianina”  (KLH)  (Calbiochem)  a  el  sulfo‐succinimidyl‐4‐(N‐
malenidomethyl)cyclohexane‐1‐carboxylate)”  en  una  proporción molar  de  1:6000  1  hora  a 





con  el  protocolo  de  inmunización  inyectando  125µg  del  antígeno  durante  3  semanas.  El 
siguiente  paso  fue  testar  la  presencia  de  anticuerpos  frente  a  este  péptido.  Se  extrajo  la 
sangre, se recogió el suero y se purifico el anticuerpo anti‐P3 en una columna de Sefarosa‐A 
(GE  Healthcare).  La  especifidad  del  anticuerpo  se  analizó  por  medio  de  la  técnica  Elisa, 




  Los estudios de expresión génica se  iniciaron con  la evaluación del tipo y cantidad de 
los ARN mensajeros  (ARNm) específicos para cada proteina. Para ello se realizó  la extracción 
del ARN total, se extrajo el RNA de 10 x106 células con Trizol y se siguió el protocolo de la casa 
comercial. Para  la obtención del cDNA se utilizó  la enzima m‐MULV  (Fermentas). Después se 












  Los  productos  de  PCR  se  resolvieron  en  geles  de  agarosa  del  1‐1.8  %  (p/v),  con 
Bromuro de etidio. Como control de carga, se desarrolló para cada muestra la RT‐PCR para la 
GAPDH, usando los  oligonucleótidos correspondientes.  
  Las  PCR  cuantitativa  se  llevaron  a  cabo  con  iQTM  SYBR®  Green  Supermix  (Bio‐Rad 
Laboratories, Hercules, CA) y con los primers indicados en la Tabla 11, se realizaron triplicados 
de  cada  condición  se  utilizó  el  Termociclador  Lightcicler  480  (Roche),  como  control  para 



















se  inyectaron de forma  intravenosa 10 x 106 células en  la cola de ratones  inmunodeprimidos 
NOD/SCID de 6‐8 semanas de edad. Tras 24 horas,  se les extrajo el bazo, y la medula ósea y se 
disgregaron  los  tejidos.  La  presencia  de  células  en  los  distintos  órganos  se  analizó  por 
expresión de CD19 humano mediante extracción de RNA y posterior RT y PCR, se utilizó como 
control  GAPDH  de  ratón.  Algunos  ratones  fueron  inyectados  con  células  LLC  previamente 
incubadas con distintas proteínas. 
  En  otros  ensayos  similares  se  inyectaron  células  LLC marcadas  previamente  con  el 
colorante  vital  CFSE  (Invitrogen).  Transcurridas  3  horas  se  sacrificaron  los  animales  y  se 






con  1 µM  de  los  péptidos  fluoresceinados  y  con  concentraciones  crecientes  de  los mismos 
péptidos sin marcar en un volumen final de 100µl. Tras 60 minutos fueron centrifugadas y se 















resuspendieron  en  400µl del buffer de  fraccionamiento A  (10mM HEPES pH7,6,  10mM  KCl, 





proteasas). Tras esta  incubación  se  centrifugó para eliminar el material  insoluble. Se  realizó 
una  BCA  para  determinar  la  concentración  de  proteína  en  cada  fracción.  Se  analizó  por 











  En  primer  lugar  se  tapizaron  pocillos  de  placas  de  48  con  100  µl  de matrigel  y  se 
incubaron  30  minutos  a  37ºC,  a  continuación  se  añadieron  25  x  105  células  HUVEC 





  La  prueba  T  de  Student  fue  utilizada  para  analizar  las  diferencias  estadísticamente 
significativas entre medias de pares de datos. Para  tres o más condiciones,  los datos  fueron 


















  Resultados anteriores del  laboratorio, han demostrado que aunque  la proMMP‐9 es 




Figura  13.  La  proMMP‐9  se  une  a  la  superficie  celular  de 
LLC: Células LLC fueron  incubadas con proMMP‐9 (110 nM), 
tras 30 minutos se lavaron y se analizó la unión de proMMP‐
9  a  la  superficie  celular  por  citometría  de  flujo  con  la 
utilización de un anticuerpo específico anti‐MMP‐9 
 
  A  continuación, nos propusimos  estudiar 
los  receptores  a  los que  se unía  la  (pro)MMP‐9  en  la membrana,  y para  ello,  se  realizaron 





de  la (pro)MMP‐9 con  la  integrina α4β1 y CD44v. El análisis de  las  imágenes   de microscopia 




CD44,  como  anticuerpos  específicos  (HP2/1,  HP1/7,  HP2/9),  péptidos  (CS1,  CS3)  o  siRNAs 
específicos. Los resultados obtenidos muestran una disminución de  la adhesión a proMMP‐9 
cuando  las células fueron tratadas previamente con  los  inhibidores de  la  integrina, el péptido 








Figura 14. La (pro)MMP‐9 se une a  la membrana celular a través de  la  integrina α4β1 y el CD44v: (A) Lisados de 








  Una  vez  determinados  los  receptores  celulares  a  los  que  se  une  la  proMMP‐9  se 
analizaron  los  dominios  estructurales  de  la  proMMP‐9  implicados  en  esta  unión.  Para  ello 
utilizamos  las  proteínas  recombinantes  donadas  por  el  Dr.  Ghislain  Opdenakker  (Leuven, 


















































α4β1  y  CD44v  estudiamos  las  posibles  consecuencias  funcionales  de  esta  unión.  Como  se 
observa  en  la  Figura  16A,  la  incubación  de  las  células  LLC  con  proMMP‐9  (60nM‐110nM) 
inhibía  la migración  celular  en  respuesta  a  CXCL12.  Este  efecto  era  específico  y mediado  a 
través de  los receptores de (pro)MMP‐9 mencionados, ya que el silenciamiento de estos con 
siRNAs específicos revertían el efecto  inhibitorio de  la proMMP‐9, y esto no se observaba en 
las  células  transfectadas  con  el  siRNA  control.  Los  mismos  resultados  se  consiguieron  al 
preincubar las células con anticuerpos inhibidores de los receptores de proMMP‐9 como anti‐
CD44 y anti‐α4 y no con el anticuerpo control Figura 16A. 
  Además,  se  confirmó  la  importancia del dominio PEX9 en esta  inhibición,  realizando 
experimentos  de  migración  transendotelial  con  células  previamente  incubadas  con  las 
proteínas recombinantes ΔPEX9 y ΔOGPEX9. Como muestra  la Figura 16B, estas proteínas no 



















Pro PEXAct FN Zn2+ OG
mutE Pro PEXInactivo FN Zn2+ OG
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se  observó  una  disminución  de  la  apoptosis  espontanea  en  las  células  incubadas  sobre 
proMMP‐9,  que  se  revertía  al  inhibir  los  receptores  celulares  α4β1  y  CD44.  También 
analizamos el papel del PEX9 en esta función, observando que cuando se cultivaban las células 
sobre  las  proteínas  recombinantes  con  delección  en  este  dominio  no  se  observaba  la 
protección  frente a apoptosis  (Figura 17B). Sin embargo el mutante  catalíticamente  inactivo 




los  inhibidores  indicados,  se cultivaron en placas de 96 pocillos  tapizados o no con proMMP‐9  (110nM). Tras 48 
horas se analizó la viabilidad celular por medio de anexina V y yoduro de propidio. (B) Células LLC fueron incubadas 
en placas de 96 pocillos tapizados o no con las proteínas recombinantes indicadas (110nM). Tras 48 horas se analizó 

























































































Figura  18.  La  proMMP‐9  induce  la 
fosforilación  de  Lyn  y  de  STAT3  y  un 
aumento  en  la  expresión  de  Mcl‐1 
induciendo  supervivencia  celular:  (A) 
Células  de  LLC  fueron  tratadas  con 
proMMP‐9 y tras 30 minutos se lisaron, 
se  inmunoprecipitó  Lyn  y  se  analizó  la 
expresión  de  Lyn  total  y  p‐Lyn  con 
anticuerpos  específicos.  (B)  Células  LLC 
se trataron con proMMP‐9 y tras 1 hora 
(STAT3) y 24 horas (Mcl‐1) se analizaron 
las  proteínas  indicadas  con  los 
anticuerpos específicos.  
  Con todos estos datos podemos concluir que la unión de proMMP‐9 a la membrana de 



































  Tras comprobar que  la proteína proMMP9ΔPEX9 no era capaz de unirse a  las células 
LLC, quisimos estudiar qué sucedía con el PEX9 aislado. Para ello se preparó una proteína de 
fusión  GST‐PEX9  (Figura  20A).  Tras  su  purificación,  se  comprobó  su  pureza  con  geles  de 
poliacrilamida teñidos con azul Coomassie y por Wester blot (Figura 20B). 
  En primer lugar, se analizó la capacidad de unión de GST‐PEX9 a células LLC primarias y 







PEX9.  (B) Comprobación de  la pureza del GST‐PEX9 sintetizado por medio de geles de poliacrilamida  teñidos con 
azul de Coomassie y por Western‐blot revelados con un anticuerpo anti‐MMP‐9 o anti‐GST. (C) Adhesión de células 






























































MEC‐1  y  LLC  primarias    a 
GST‐PEX9  se  produce  a 
través  de  la  integrina  α4β1: 
Células  MEC‐1  y  de  LLC 
pretratadas  con  los 
inhibidores  indicados  fueron 
usadas  en  ensayos  de 
adhesión sobre GST‐PEX9 (0.2 
µM  para  LLC  y  0.4  µM  para 
MEC‐1)    o  ácido  hialurónico  







  Para  confirmar  la  importancia  de  la  integrina  α4β1  en  la  unión  a  GST‐PEX9,  se 
utilizaron células K562, tanto la línea parental, que expresa α5β1 pero no α4β1, como células 
transfectadas con  la  subunidad  α4  (K562‐α4). La expresión de estas proteínas  fue verificada 











































Figura  22.  El  dominio  PEX9  se  une  a  las  células  K562‐α4  pero  no  a  la  línea  parental  K562:  (A)  Análisis  de  la 
expresión de  las  subunidades de  las  integrinas α4,  α5 y  β1 por citometría de  flujo en  las  líneas celulares K562 y 
K562‐α4. (B) Estas líneas celulares previamente preincubadas o no con los inhibidores indicados, fueron sometidas a 


















































la  subunidad  β1 de  la  integrina  α4β1 y de CD44. Tras  comprobar el  silenciamiento de estas 
proteínas por Western blot (Figura 24 A) y por citometría de flujo (Figura 24 B), se realizaron 
ensayos de adhesión a GST‐PEX9. Los datos obtenidos mostraron que el silenciamiento de  la 
































































  Se  analizó  también  la  unión  de  GST‐PEX9  a  células  MEC‐1  mediante  microscopía 
confocal. Las  imágenes de  la Figura 25 muestran que  la  señal de GST‐PEX9 colocaliza con  la 
expresión tanto de la subunidad α4 como β1. Esta colocalización corrobora los datos obtenidos 












































































Figura 25. GST‐PEX9 colocaliza con  la  integrina α4β1 en células MEC‐1: MEC‐1  incubadas o no con 0.6 µM GST‐





  Una  vez  analizada  la  adhesión  de  GST‐PEX9  a  las  células  de  LLC  nos  dispusimos  a 
determinar su posible papel en migración celular, ya que este proceso es muy importante en la 
progresión  de  la  enfermedad.  Se  realizaron  experimentos  de  quimiotaxis  (A),  migración 














PEX9 Merge Dot plot
α4 PEX9 Merge Dot plot
PEX9 Merge Dot plot















































































flujo.  Se  inyectaron  células  LLC  marcadas  con  el  colorante  vital  CFSE  y  a  las  3  horas  se 
sacrificaron  los  animales,  se  extrajeron  la  médula  ósea  y  el  bazo  y  se  colectó  la  sangre 
periférica . Estos órganos se disgregaron y con la sangre periférica se pasaron por el citómetro 





Figura 27. La  incubación de células LLC con GST‐PEX9  inhibe  la migración a bazo y médula ósea:  (A) Células de 
























































































































































  Diferentes estudios en otros  sistemas  celulares habían demostrado que el PEX2 y el 
PEX9 eran capaces de  inhibir el crecimiento de tumores en modelos de xenotransplante. Con 
el  fin  de  estudiar  si  PEX9  inhibía  el  crecimiento  de  células  LLC,  se  generaron  tumores 
subcutáneos en  ratones NOD/SCID de 6‐8  semanas mediante  la  inyección de células MEC‐1. 


























































































































este  trabajo:  (A) Estructura cristalina del PEX9  (PDB entrada  ITV).  (B) Esquemas de  las proteínas de  fusión a GST 
generadas, indicando los subdominios (D1‐D4) que presenta cada construcción. 
  Se  llevaron  a  cabo  entonces,  dos  nuevas  construcciones  que  contenían  dos 
subdominios cada una: GST‐D1D2 y GST‐D3D4 (Figura 31). Una vez comprobada su pureza por 
geles  de  poliacrilamida  (Figura  32A)  se  llevaron  a  cabo  ensayos  de  adhesión  con  dosis 
crecientes de estas proteínas y de GST‐PEX9. Como se observa en la Figura 32B las células LLC 
se unían a estas proteínas de forma dosis dependiente siendo algo mayor  la adhesión a GST‐
D3D4  que  a  GST‐D1D2.  Para  confirmar  estos  datos  se  realizaron  ensayos  de  adhesión  con 
células MEC‐1. En este caso,  las diferencias entre  la adhesión a GST‐D3D4 y a GST‐D1D2 eran 
claramente significativas (Figura 32C). Esto podría deberse a que las regiones D1D2 y D3D4 se 
unieran  a  diferentes  receptores    (α4β1  y  CD44v),  que  podrían  tener  diferente  afinidad  y/o 
expresión en células LLC.  
 
Figura  32.  Las  células  de  paciente  de  LLC  se  unen  a  las  proteínas  recombinantes GST‐D1D2  y GST‐D3D4:  (A) 
Ánalisis por gel de poliacrilamida teñido con Comassie de las proteínas GST‐PEX9 GST‐D1D2 y GST‐D3D4. (B) Ensayo 
de adhesión de células LLC a concentraciones crecientes de GST‐PEX, GST‐D1D2 y GST‐D3D4. (C) Adhesión de células 










































































control HP1/7  no  tenía  efecto  en  ningún  caso  (Figura  33).  Estos  resultados  se  confirmaron 









obtenidos  en  la  adhesión  celular,  es  decir,  no  se  observó  unión GST‐D1D2  a  estas  células, 
mientras  que  GST‐D3D4  se  unía  de  forma  eficiente  (Figura  34).  En  el  caso  de  células  LLC 





















































Figura 34. Las células LLC y MEC‐1 unen en  forma soluble a GST‐D3D4: Células de paciente de LLC y de  la  línea 











CXCL12:  Células  LLC  fueron  preincubadas  con  las  proteínas  indicadas  (0.4  µM),  y  tras  30 minutos  se  realizaron 






































































































  Todos  estos  resultados  indicaban  que  el  dominio  PEX9  se  une  significativamente  a 




podría  ser  una  buena  diana  terapéutica  en  LLC,  nos  planteamos  identificar  los  sitios  de 






  Para  identificar  posibles  sitios  de  unión  a  células  en  la  región  D3D4  de  PEX9,  se 
diseñaron péptidos sintéticos solapantes (P1‐P5) que abarcaban esta región (Figura 36 A). Se 
probó  entonces  la  capacidad  de  estos  péptidos  para  inhibir  la  adhesión  de  células  LLC 
primarias y de células MEC‐1 a GST‐PEX9. La Figura 36 B muestra que sólo el péptido P3 inhibía 
significativamente  la  adhesión  de  células  LLC  a  PEX9,  interaccionando  por  tanto,  con  la 
integrina α4β1.  
 
Figura 36. El péptido P3  inhibe  la adhesión de  células  LLC y MEC‐1 a GST‐PEX9:  (A) Secuencias de  los péptidos 
derivados de D3D4 preparados en este estudio y  su  localización en el dominio PEX9.  (B) Células primarias  LLC y 










































  Numerosos  trabajos  anteriores  han  establecido  que  los  residuos  de  aspártico 
presentes  en  muchos  ligandos  juegan  un  papel  fundamental  para  su  reconocimiento  por 
algunas  integrinas [178]. El péptido P3 presentaba dos residuos de aspártico (Figura 37A) por 
ello diseñamos nuevos péptidos derivados del P3 con el fin de analizar la importancia de estos 
residuos  (Figura  37B).  En  primer  lugar  se  diseñaron  dos  péptidos más  cortos  acotando  los 
residuos de  aspártico,  a  los que denominamos  P3a  y  P3b,  y  analizamos,  su  efecto  sobre  la 
adhesión. Ambos  péptidos  inhibían  la  adhesión  de  las  células  LLC  y MEC‐1  a GST‐PEX9  y  a 
proMMP‐9 (Figura 37B y C). A continuación, se mutaron los residuos de aspártico a alanina en 
el péptido P3a (P3am) y se realizaron ensayos de inhibición de la adhesión. Como se muestra 
en  la Figura 37B y C el péptido P3am no  inhibía  la adhesión de células LLC a GST‐PEX9 ni a 











o proMMP‐9 soluble a células LLC y MEC‐1. De nuevo  la preincubación de  las células con  los 






































































mediante  citometría  de  flujo,  después  de  tratar  o  no,  las  células  con  500µg/ml  de  los  péptidos  indicados.  Las 





  La  integrina  α4β1  tiene  otros  ligandos  además  de  proMMP‐9,  como  la  región  de 
fibronectina  FN‐H89 o VCAM‐1  (Figura 39A)  [178]. Por  ello  estudiamos  si  el péptido P3  era 
capaz de  inhibir también  la adhesión de células LLC a estos  ligandos. Como se muestra en  la 
Figura 39B el péptido P3 no inhibía la adhesión de células LLC a VCAM‐1 ni a  FN‐H89, mientras 



































































































Figura 39. El péptido P3  inhibe específicamente  la adhesión de  células  LLC a GST‐PEX9:  (A) Representación de 
diferentes  ligandos de  la  integrina  α4β1.  (B) Células MEC‐1  fueron preincubadas  con  los péptidos  indicados y  se 












Figura  40.  El  péptido  P3  inhibe  la  migración 
transendotelial de las células LLC hacia CXCL12: 
Células  de  5  pacientes  de  LLC  fueron  tratadas 
con  los  péptidos  indicados  o  con  GST‐PEX9 
durante 30 minutos  y  se  añadieron  a  transwell 
previamente  tapizados  con  HUVEC.  Tras  24 


























































  Por  último,  analizamos  si  los  péptidos  P3a  y  P3am  inhibían  la  señalización  de 
supervivencia  inducida por  la adhesión a proMMP‐9 o GST‐PEX9, es decir,  la  fosforilación de 
Lyn y el aumento de la expresión de GST‐PEX9 (ver figura 28). La preincubación celular con P3a 









  Una  vez  identificada  la  secuencia  y  analizada  la  especificidad  del  péptido  P3a 
determinamos  si el efecto de este péptido era dosis dependiente, utilizando el péptido CS1 
como control positivo. Como se muestra en  la Figura 42A el péptido P3a  inhibía  la adhesión 
celular  a GST‐PEX9 de  forma dosis‐dependiente  y  con un  IC50= 138 µM.  El  IC50 de CS1 en 
estos ensayos era 80 µM. Un efecto similar se observó para  la  inhibición de  la unión de GST‐
PEX9 soluble por P3a (IC50=199 µM) (Figura 42B). De igual forma, la inhibición de la unión de 























































a  células MEC‐1.  Para  ello,  se  sintetizaron  péptidos  P3a,  P3am,  CS1  y  CS3 marcados  con 
carboxifluoresceína (CF). En primer  lugar, se comprobó que  los péptidos bloqueaban  la unión 
del GST‐PEX9 a las células MEC‐1, corroborando que el marcaje fluorescente CF no afectaba en 
la  función del péptido. Como se observa en  la Figura 43,  tanto el CF‐P3a como el CF‐CS1 se 
unían de  forma dosis dependiente a  las células, mientras que  los péptidos controles P3am y 
CS3 no se unían.  
Figura  43:  Análisis  de  la  unión 
directa  de  los  péptidos 





con  el  compuesto  fluorescente 
CF  durante  una  hora  a 
temperatura  ambiente.  Tras 
centrifugar, el sobrenadante con 































































































  Una vez confirmada que  la región FPGVPLDTHDVFQYREKAYF era  la responsable de  la 
unión de GST‐D3D4 a las células LLC, se generó un anticuerpo policlonal frente a este péptido. 
Se  comprobó  su especificidad por ensayos de ELISA  con placas  tapizadas  con  los diferentes 




  Corroborada  la  especificidad  del  anticuerpo  se  analizó  su  posible  actividad  en  la 
adhesión celular a PEX9 y proMMP‐9. Las células se añadieron a pocillos  tapizados con GST‐
PEX9 o proMMP‐9, previamente preincubados o no con anti‐P3 o con un anticuerpo policlonal 








por  el  anticuerpo  anti‐P3  de  las 
proteínas  y  péptidos  indicados 
mediante  ELISA.  (B)  Células  LLC 
fueron  incubadas  con  los 
anticuerpos  indicados  y  se 
sometieron  a  ensayos  de 
adhesión  sobre  GST‐PEX9  (0.4 
µM) y sobre proMMP‐9 (110 nM). 

















































trataron  las  células,  con GST‐PEX9  (Figura 45A) o  con proMMP‐9  (Figura 45B) preincubados 
previamente  con  los  anticuerpos  indicados  y  se  realizaron  ensayos  de  migración 
transendotelial a través de células HUVEC. En ambos casos el anticuerpo anti‐P3 restauraba la 




GST‐PEX9  (A)  o  proMMP‐9  (B)  fueron  o  no  preincubadas  con  los  anticuerpos  indicados  durante  30 minutos.  A 




  También  se  analizó  el  efecto  del  tratamiento  con  el  anticuerpo  anti‐P3  en  tumores 


































































































  Siguiendo una aproximación similar a  la empleada para el estudio de  los subdominios 
D3D4 se sintetizaron 5 péptidos solapantes  (P6‐P10,  residuos 521‐608 de  la proMMP‐9) que 
abarcaban esta región de PEX9 (Figura 47A). 
  En primer  lugar, se probó el efecto de  los péptidos P6‐P10   en  la adhesión de células 







P6 a P10 de  la región D1D2 y  localización espacial de éstos en  la estructura cristalina del GST‐PEX9  (PDB entrada 






































































  A  continuación  se  realizaron  ensayos  de  inhibición  de  la  adhesión  a  GST‐PEX9 
utilizando diferentes dosis de péptidos, observándose un efecto dosis dependiente (Figura 48A 












  Los  resultados mostrados en  la Figura 33  indicaban que  la  interacción de células LLC 
con la región D1D2 era mediada principalmente por CD44. Por tanto probamos si los péptidos 
P6 y P7  interferían con  la adhesión a ácido hialurónico  (AH), el  ligando natural de CD44. En 
estos experimentos se utilizó también el péptido P3 (subdominio 4) previamente  identificado 
(Figura 36) así como un péptido control que contenía la secuencia P6 invertida (péptido P6rv, 
Tabla 7). La preincubación de  las células con P6  reducía significativamente  la adhesión a AH 
(58%), mientras que el P7 tenía un efecto muy limitado (25% Figura 49A). El péptido P3 inhibía 
moderadamente  (18%  inhibición)  y  el  péptido  P6rv  no  tenía  ningún  efecto,  confirmando  la 






























































  Para  establecer  la  posible  especificidad  de  los  péptidos  para  proMMP‐9  se  utilizó 














inhibían  la  unión  de  proMMP‐9  a  α4β1  y  a  CD44  respectivamente,  se  analizó  la  posible 





















































































  Determinamos  también  el  efecto  de  P3  y  P6,  así  como  de  su  combinación  en 
quimiotaxis y migración transendothelial. La Figura 50 muestra que las células pretratadas con 
los péptidos P3 o P6 migraban menos que las células control tanto en quimiotaxis (Figura 51A) 
como  en migración  transendothelial  (Figura  51B).  La  combinación  de  P3  y  P6  aumentaba 
































































preincubadas  con  los péptidos  indicados  (200 µM)  y  tras 30 minutos  se  sometieron a ensayos de quimiotaxis o 
migración  transendotelial  a  través  de  células  HUVEC  mediante  estimulación  con  CXCL12.  A  las  24  horas,  se 
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papel de ambas moléculas en  la patología de  la LLC  [78, 179]. Además,  los efectos del VEGF 
podrían ser diferentes dependiendo de su concentración, como ya se observó por ejemplo en 
el  caso  de  la  regulación  de  la migración  celular  por  (pro)MMP‐9  [40,  177].  Por  ello,  nos 
planteamos estudiar si VEGF, a diferentes concentraciones, regulaba la producción y la función 
de (pro)MMP‐9 en LLC. Células LLC se  incubaron con 20 o 200 ng/ml de  la forma VEGF165  la 
isoforma  más  comúnmente  expresada  por  estas  células)  y  tras  24  horas,  el  medio  fue 
concentrado  y  analizado  por  zimografía.  Como  se  puede  observar  en  la  Figura  54,  el VEGF 











Figura  54.  Altas  concentraciones  de 
VEGF inhiben la secreción de proMMP‐
9  al  medio  de  células  LLC:  2.5  x  106 
células  LLC  fueron  incubadas  con  20  o 
200 ng/ml de VEGF165 y tras 24 horas, 
el  sobrenadante  celular  fue  recogido, 
concentrado y analizado por zimografía 
para detectar la cantidad de proMMP‐9 
expresada.  La  disminución  de  la 





  Dado que  la  isoforma VEGF165 es capaz de unirse tanto al receptor VEGFR1 como al 
VEGFR2,  quisimos  determinar  cuál  de  estos  dos  receptores  estaba  implicado  en  el  efecto 
producido  por  el  VEGF.  Con  este  fin,  se  preincubaron  las  células  LLC  con  el  factor  de 
crecimiento  de  placenta  (PlGF),  el  cual  es  capaz  de  unirse  únicamente  al  receptor VEGFR1. 
Como se observa en la Figura 55, el sobrenadante de las células tratadas con PlGF contenía la 
misma cantidad de proMMP‐9 que las células sin tratar, indicando la falta de señalización hacia 
proMMP‐9 a  través de este  receptor. De acuerdo con esto, el bloqueo del  receptor VEGFR2 





implicado  en  el  efecto  del  VEGF 
sobre  la producción de proMMP9: 
2.5 x 106 células fueron tratadas con 
las  proteínas  indicadas  y,  tras  24 
horas,  el  sobrenadante  celular  fue 
recogido,  concentrado  y  analizado 
por  zimografía  para  detectar  la 
cantidad  de  proMMP‐9  expresada. 


























































  Dada  la  implicación  de  proMMP‐9  en  la migración  de  células  LLC,  estudiamos  si  la 
modulación de (pro)MMP‐9 por VEGF afectaba la migración celular. En la Figura 56 se muestra 
la migración de células LLC a través de Matrigel y de células HUVEC. Como se puede observar 
la  migración  disminuía  en  ambos  casos  para  células  LLC  tratadas  con  VEGF.  También  se 
trataron las células con PlGF o con el inhibidor de VEGFR2 y VEGF. La incubación con PlGF no 
afectó a  la migración  celular  implicando de nuevo a VEGFR2 y no a VEGFR1 en este efecto. 
Consecuentemente,  la  incubación  con  el  inhibidor  de  VEGFR2  y  posterior  estimulación  con 

































































menores  en  las  células  tratadas  con  VEGF  durante  1  ó  3  horas  que  en  células  control  no 
tratadas. 
 




  Se  ha  demostrado  que  VEGFR2  es  capaz  de  fosforilar  en  tirosina  los  factores  de 
transcripción  STAT1  y  STAT6  en  células  bovinas  de  la  aorta  (15) Además,  en  células  LLC  la 
fosforilación  de  las  serinas  727  de  STAT1  y  STAT3  juega  un  papel muy  importante  para  la 
supervivencia celular (16). También se ha demostrado que STAT1 juega un papel esencial en la 
regulación de (pro)MMP‐9 por interferones en numerosos sistemas celulares (17‐19). Por ello, 
se  pensó  que  STAT1  podría  estar  implicado  en  la  disminución  de  la  transcripción  de  la 
proMMP‐9 en respuesta a VEGF. Con el fin de determinar esta  implicación, se  lisaron células 


































Figura 58. STAT1 es  fosforilado y  se  transloca al núcleo  tras  tratar  las células LLC con VEGF:  (A) Células de LLC 
fueron preincubadas  con  las proteínas  indicadas  y  tras 30 minutos  se  lisaron  y analizaron por Western blot.  (B) 
Cuantificación de las bandas obtenidas en el blot. La fosforilación de STAT1 por VEGF era significativa *p< 0.05. (C) 
Células de pacientes de LLC fueron preincubadas o no con VEGF durante 30 minutos y posteriormente se lisaron con 





células  LLC,  se  silenció  este  factor  de  transcripción  con  un  siRNA  específico.  La  Figura  59A 
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  Todos  estos  experimentos 
demostraron que niveles elevados de 
VEGF  inducen  la  fosforilación  de 
STAT1  a  través  del  receptor  VEGFR2. 
Una vez que STAT1 está fosforilado se 
transloca  al  núcleo  inhibiendo  la 






REGULACIÓN  DE  FACTORES  ANGIOGÉNICOS  POR  proMMP‐9  EN 
CÉLULAS LLC  
REGULACIÓN  TRANSCRIPCIONAL DE  PROMMP‐9  Y  VEGF  POR  PROMMP‐9  Y 
GST‐PEX9 EN CÉLULAS LLC 
  Una vez establecida  la  regulación de proMMP‐9 por VEGF, estudiamos  si proMMP‐9 






Figura  61.  Regulación  transcripcional  VEGF  tras  el 
cultivo  de  células  LLC  sobre  proMMP‐9  GST‐PEX9: 
Células  LLC  se  cultivaron  sobre  proMMP‐9  (  120  nM), 
GST‐PEX9  (0.2  µM)  o  GST  (0.2  µM)  y  tras  6  horas  se 

























































  Resultados  previos  en  otros  sistemas  celulares  han  demostrado  que  PEX9  y  PEX2 
inhiben  la  angiogénesis,  datos  que  corroboraban  los  resultados mostrados  en  la  Figura  61. 
Analizamos por  tanto  la  formación de  tubos por células HUVEC,  incubando, en primer  lugar, 




proMMP‐9 o GST‐PEX9, sobre  la  formación de  tubos en cocultivos con células HUVEC. El co‐
cultivo de células LLC, con células HUVEC resultaba en un aumento en la formación de tubos, 
cuando  las  células  LLC eran preincubadas  con proMMP‐9. Sin embargo,  la preincubación de 
células LLC con GST‐PEX9 disminuía  la vasculogénesis   (Figura 62). Estos resultados refuerzan 
los  datos  obtenidos  por  PCR  cuantitativa  mostrando  una  regulación  inversa  de  VEGF  por 
proMMP‐9 y GST‐PEX9. 
Figura  62  proMMP‐9  aumenta  la 
formación  de  tubos  con  células 
HUVEC  y  GST‐PEX  lo  disminuye: 
(A) Células LLC se cultivaron sobre 
las  proteínas  indicadas,  tras  24 
horas se recogió el sobrenadante y 
se  analizó  por  zimografía.  El 
aumento  de  la  expresión  de 
proMMP‐9  fue  significativo 
**p<0.01.  (B)  Ensayos  de 
formación  de  tubos  con  células 
HUVEC  en  presencia  de  las 
proteínas  proMMP‐9  (120nM)  o 
GST‐PEX9  (0.2  µM)  o  células  LLC 
solas  o  preincubadas  con  las 
proteínas  indicadas. A  las  6  horas 
se tomaron fotografías. 
La integrina α4β1 inmunoprecipita con  VEGFR2 en células LLC 
  Dada  la  relación observada entre  (pro)MMP‐9 y VEGF, analizamos  también  si existía 
una  asociación  entre  los  receptores  de  ambas  proteínas,  la  integrina  α4β1  (proMMP‐9)  y 
VEGFR2 (VEGF). Para ello se realizaron ensayos de coinmunoprecipitacion de  las subunidades 
α4  y  β1  de  la  integrina,  CD14  (control  negativo)  y VEGF  (control  positivo)  tanto  en  células 















  Para  confirmar  estos  datos,  se  analizó  por microscopía  confocal  la  localización  de 
VEGFR2 con α4β1 y VEGF. La Figura 63C muestra que aunque no existe una colocalización total 




primarias LLC  (A) y de células MEC‐1(B)  fueron  inmunoprecipitados con anticuerpos anti‐α4, anti‐β1, anti‐VEGF y 
































  La progresión de  la LLC está determinada por  la progresiva  infiltración y acumulación 
de  células malignas  en médula  ósea  y  órganos  linfoides  secundarios.  En  estos  procesos  de 
migración  están  implicadas  numerosas moléculas  como  la  integrina  α4β1,  quimioquinas  y 
MMPs [171]. La MMP expresada mayoritariamente en la LLC es la MMP‐9, cuyos altos niveles 
en suero correlacionan además con un mal prognóstico de la LLC [173].. Resultados anteriores 
del  laboratorio han demostrado que  la  (pro)MMP‐9 contribuye no sólo a  la expansión de  las 
células  tumorales  sino  también  a  su  supervivencia  [40],  estableciendo  (corroborando)  por 





MMP‐9  en  la  superficie  de  células  LLC,  a  pesar  de  que  MMP‐9  carece  de  región 
transmembrana  [102,  173,  183].  Nos  propusimos  caracterizar  esta  unión  y  para  ello  se 
realizaron inmunoprecipitaciones, fraccionamientos núcleo‐citoplasma y microscopia confocal. 
Los resultados demostraron que MMP‐9 se une a un complejo en la superficie celular formado 
por  la  integrina  α4β1  y  CD44v,  una  isoforma  de 
CD44 de 190 kDa. La capacidad de unir MMP‐9 es 
una  característica  de  células  LLC,  ya  que  en 
resultados  no  mostrados,  MMP‐9  no  se  une  a 
linfocitos B normales ni derivados de  linfoma de 
manto  [172].  Hay  que  destacar  que  la  elevada 
expresión de α4β1 y CD44v en las células LLC (que 
se  traduce en una mayor unión de MMP‐9  [184] 
correlaciona  con  un  mal  pronóstico  de  la 
enfermedad  [95].  La  posible  especificidad  de 
CD44v  como  receptor de MMP‐9 podría  ser otra 
característica de  la LLC, ya que en otros sistemas 
celulares  MMP‐9  interacciona  con  la  forma 


















en  al  menos  dos  consecuencias  funcionales  importantes:  1)  inhibición  de  la  migración 
transendotelial,  y  2)  aumento  de  la  supervivencia  celular  in  vitro.  Estas  funciones  son 
especialmente relevantes en  los nichos de células LLC. En estos nichos  las células LLC reciben 
señales de  supervivencia y proliferación a  través de  los  factores presentes en ellos, como  la 
MMP‐9, que es expresada y secretada tanto por las propias células LLC como por otras células 
de su microambiente. Además, estos nichos  también proporcionan señales que aumentan  la 
producción  de MMP‐9,  (a  través  de  quimioquinas  o/y  de  interacciones  de  células  LLC  con 





trabajo  de  esta  tesis  doctoral  se  ha  dedicado  a  caracterizar  el/los  dominio(s)  de  MMP‐9 
implicados en su interacción con células LLC y al estudio de las consecuencias de su bloqueo. 
La  utilización  de  proMMP‐9  recombinantes  con  delecciones  de  diferentes  dominios 
nos ha permitido demostrar que el dominio hemopexina (PEX9) era esencial para el anclaje de 
proMMP‐9  a  la  superficie  de  células  LLC.  Estos  datos  apoyan  resultados  previos  en  otros 
sistemas, que  confirman  el papel  fundamental del dominio hemopexina de  las MMPs en  la 
interacción  con  otras  proteínas  y  con  células  [136,  189,  190].  De  hecho,  el  dominio 




ligandos de  la  integrina α4β1 [191, 192]. Todo ello confirmaba  la  importancia de estudiar  las 
propiedades del dominio PEX9 aislado. Nuestros resultados muestran que la proteína de fusión 
GST‐PEX9 se une de manera eficiente y específica tanto a células LLC primarias como a células 
MEC‐1.  Esta  unión  es mediada  fundamentalmente  por  la  integrina  α4β1,  demostrado  con 
inhibidores  específicos  de  esta  integrina  y  con  células  K562  que  expresaban  o  no  α4β1.  La 





celulares  [113, 185, 186]. La  interacción con uno o ambos  receptores podría depender de  la 
conformación  que  adoptara  el  PEX9  aislado  o  cuando  está  en  la molécula  de  proMMP‐9 
completa. En este sentido, proMMP‐9 es una molécula bastante flexible debido a la presencia 
del dominio O‐Glucosídico (OG) [136]. Otra posible razón que explicara la diferente implicación 
de receptores celulares podría ser que  la afinidad de  la  interacción proMMP‐9‐CD44 varíe en 
función de las moléculas a las que pueda estar asociado CD44 en la superficie celular.  
Nuestros  resultados muestran  que  GST‐PEX9,  al  igual  que  la  proMMP‐9  completa, 
inhibe la migración de células LLC tanto in vitro como in vivo, lo que aumenta la relevancia de 
esta función de PEX9 [193]. Estos datos concuerdan con estudios previos en  los que tanto el 
dominio PEX9 murino como el dominio hemopexina de  la MMP‐2  (dominio PEX2)  inhibían  la 
migración de varios tipos celulares [163, 164, 169]. Esta actividad biológica del dominio PEX de 
las MMPs puede ser especialmente relevante, ya que se ha detectado PEX2 circulante in vivo y 
se puede generar  in vitro  tras  la activación de proMMP‐2 con APMA  . No se conoce si PEX9 
aislado  está  presente  de  forma  natural  en  la  LLC,  pero  recientemente  se  han  encontrado 
formas  truncadas de MMP‐9 que  contienen  el dominio PEX9,  en  el medio  condicionado de 
células  de  cáncer  de  mama  [194].  También  se  ha  generado  estas  formas  in  vitro  por 
tratamiento  con  peptidasa‐7  [194],  por  lo  que  no  se  puede  descartar  que  PEX9  pueda 
generarse de forma natural en la LLC, bajo determinados estímulos. 
El mecanismo  exacto por  el que  PEX9  inhibe  la migración de  células  LLC  aún no  se 
conoce. Dado que PEX9 es un ligando de α4β1, el efecto inhibitorio puede deberse al bloqueo 
de esta  integrina por  la unión de PEX9, ya que  se ha demostrado previamente que α4β1 es 
esencial para  la migración de células LLC [81]. Además (o alternativamente) es posible que  la 
unión de PEX9  a  α4β1  genere una  señalización  intracelular, que dé  lugar  a  la  inhibición  de 
proteínas de  la  familia Rho,  como hemos demostrado  recientemente en  células MEC‐1 que 
sobreexpresan MMP‐9 [184].  
La unión de GST‐PEX9 a células LLC  induce además  señales de  supervivencia celular, 
como fosforilación de Lyn y aumento de la expresión de la proteína antiapoptótica Mcl‐1. Este 
efecto  reproduce  por  tanto  la  señalización  observada  previamente  tras  la  interacción  de 
proMMP‐9  con  sus  receptores  celulares  [40,  177].  Nuestros  datos  establecen  por  tanto  el 




Para  la  identificación de  los sitios de PEX9 responsables de  la unión a sus receptores 
celulares, nos hemos basado en el hecho de que PEX9 contiene 4 subdominios estructurales 
bien  definidos  (D1‐D4)  )  [130].  Ello  ha  permitido  generar  dos  proteínas  de  fusión  con GST, 
conteniendo  cada  una  dos  de  estos  subdominios  y  estudiar  sus  propiedades  por  separado. 
Ambas proteínas, GST‐D1D2 y GST‐D3D4 eran  igualmente eficientes en mediar y bloquear  la 
migración  celular  [195].  Sin  embargo,  nuestros  resultados  han  establecido  que  GST‐D1D2 
interacciona  fundamentalmente  con  CD44  mientras  que  la  integrina  α4β1  es  el  principal 
receptor de GST‐D3D4  [193, 195]. Estos datos corroboran el papel del CD44 como parte del 
complejo  de  unión  de  la  proMMP‐9  a  células  LLC  descrito  previamente  [177],  establecido 
también en otros sistemas celulares [167].  
El  reconocimiento  de  GST‐D1D2  por  CD44  contrasta  con  el  pequeño  efecto,  ya 
mencionado, del bloqueo de CD44 por anticuerpos o siRNA en la adhesión celular a GST‐PEX9. 
[193]. Una posible explicación para estos resultados podría ser que el sitio de unión de D1D2 a 
CD44    estuviera  críptico  o  enmascarado  en  el  dominio  PEX9  completo.  Una  explicación 
alternativa es que  la  interacción de PEX9  con  α4β1 es de mayor afinidad que  con CD44. En 




(pro)MMP‐9  interacciona  con  varias  integrinas  en  diferentes  sistemas  celulares  y 
trabajos  previos  han  abordado  el  bloqueo  de  estas  interacciones.  Por  ejemplo,  usando  la 
metodología de phage display se ha descrito que  la secuencia DELW, presente en el dominio 
catalítico de  la MMP‐9  (y MMP‐2),   bloquea  la unión de estas MMPs a  las  integrinas αLβ2 y 
αMβ2 en células monocíticas THP1 [196]. También, se ha demostrado que el péptido HFDDDE, 
también  en  el  dominio  catalítico,  inhibe  la  extravasación  celular  in  vivo  en  un modelo  de 
xenotransplante  de  leucemia mieloide  aguda  [197].  Los mismos  autores  han  publicado  que 
péptidos  que  contienen  el  motivo  CRV,  que  mimetiza  un  epítopo  de  activación  de  las 
integrinas,  inhiben  la unión de MMP‐9  a  la  subunidad  β de  la  integrina  αvβ5  en  células de 
fibrosarcoma [198].  
En esta tesis se ha utilizado una aproximación diferente para definir la(s) secuencia(s) 








PEX9  y  a  proMMP‐9,  lo  que  sugiere  la  existencia  de  otros  sitios  de  unión  en  PEX9,  como 
nuestros resultados también demuestran (ver a continuación). Otra propiedad  importante de 
los  péptidos  P3  y  derivados  es  su  capacidad  para  inhibir  por  completo  la  señalización  de 
supervivencia inducida por el cultivo de células LLC sobre proMMP‐9 o GST‐PEX9.  
Nuestros datos aportan además evidencias adicionales que confirman  la especificidad 




este  péptido.  Se  ha  demostrado  que  los  residuos  de  aspártico  son  claves  para  el 
reconocimiento  y unión de  ligandos  a muchas  integrinas,  incluyendo  α4β1  [191, 192]. Otro 
dato que  apoya  la  especificidad de  la  secuencia  P3  como  ligando de  α4β1  es  la homología 
entre el motivo LDT, presente en P3, y motivos conocidos de unión a esta integrina como LDV y 




los cálculos de  la KD y el  IC50  indican que  la unión de P3 a α4β1 es de baja afinidad y esto 
puede  representar  una  ventaja  para  bloquear  específicamente  la  interacción  α4β1‐MMP‐9, 
presumiblemente también de baja afinidad.  
  Hemos estudiado  también  los posibles  sitios activos presentes en  la  región D1D2 de 
PEX9.  Esta  región  también  mediaba  adhesión  celular  eficientemente.  Siguiendo  una 
aproximación similar, con péptidos sintéicos solapantes que abarcaban esta  región, nuestros 
resultados demuestran que  la secuencia FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW  (péptido P6) es un nuevo 
sitio de unión celular al dominio PEX9. Al  igual que P3, P6  inhibe eficientemente  la migración 
celular y parcialmente  la adhesión a GST‐PEX9 [195]. Además, P6  inhibe también  la adhesión 
celular a ácido hialurónico, ligando natural de CD44, confirmando la interacción de P6 con este 
receptor.  
Dufour  et  al.  demostraron  que  un  péptido  sintético  conteniendo  la  secuencia 
SRPQGPFL, presente  en  la  lámina  β del  subdominio 1 de PEX9,  inhibía  la  interacción CD44‐
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MMP‐9 en células COS‐1 y la migración de células de carcinoma [167]. En el estudio realizado 
en  esta  tesis  doctoral  esta  secuencia  se  encuentra  en  el  péptido  P7,  que  también  inhibe 
parcialmente  la adhesión de células LLC a GST‐PEX9. Sin embargo, existen varias diferencias 
entre  los péptidos P7 y P6: P7 es peor  inhibidor de  la adhesión a GST‐PEX9 que P6 y apenas 







laminar, P6 está dentro de  la cavidad central. La  localización central de P6 es similar a  la del 
péptido P3,  ligando de  la  integrina α4β1 situado en el subdominio 4 de PEX9 [193]. En apoyo 
de  nuestros  datos,  trabajos  recientes,  que  han  utilzado  aproximaciones  in  silico,  han 
identificado  pequeñas moléculas  que  se  unen  a  la  cavidad  central  de  PEX9  y  del  dominio 














   El papel de CD44 en  la LLC ha sido menos estudiado, aunque en  los últimos años se 
han llevado a cabo numerosos estudios que indican que CD44 también contribuye al progreso 






también  la  apoptosis  espontánea  y  en  respuesta  a  drogas  de  células  CLL  [167,  204,  205]. 
También se ha publicado un estudio reciente que demuestra la citotoxicidad de un anticuerpo 
monoclonal  anti‐CD44  en  células  LLC,  y  su  capacidad  para  revertir  el  injerto  de  células  de 
leucemia en modelos de ratón [206]. Todos estos datos remarcan  la  importancia de CD44 en 










en  todos  los  casos  de  LLC  estudiados, 
independientemente  del  estadio  clínico  de  las 
muestras  analizadas.  Todo  ello  indica  que  las 
secuencias  identificadas,  PGVPLDTHDVFQYREKAYFC 
(P3)  y  FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW  (P6)  podrían  ser 


















VEGF también está  implicada en  la migración y supervivencia de céulas LLC y, al  igual 
que la (pro)MMP‐9, es producida por células LLC y abundante en su microambiente, ya que sus 
niveles  aumentan  en  respuesta  a  varios  estímulos  fisiológicos  [1,  45,  46]  Además,  se  ha 
descrito previamente que anticuerpos anti‐VEGF disminuían la expresión de MMP‐9 en células 
LLC,  sugiriendo  una  relación  entre  ambas  proteínas  [171]. Nuestros  resultados  demuestran 
que  altas  concentraciones  de  VEGF  inducían  una 
disminución  de  la  expresión  de  proMMP‐9  y  que  este 
efecto era mediado por el receptor VEGFR2. La regulación 
negativa de (pro)MMP‐9 por VEGF resultaba además en un 
bloqueo  de  la  migración  celular,  confirmando  el  papel 
fundamental de  (pro)MMP‐9 constitutiva en este proceso 
[207].  No  se  conoce  si  niveles  elevados  de  VEGF 





ya observado papel de  los  factores STAT en  la  regulación 
de  la MMP‐9 en otros  sistemas  celulares y  la  implicación 
de VEGFR2  [51, 208].De hecho, VEGFR2 fosforila a STAT1 y 
STAT6 en células endoteliales de aorta bovina [208]. En LLC 
VEGFR2  interacciona  con  STAT1  y  STAT3  constitutivamente  fosforilados  en  Ser727, 
produciendo  un  aumento  de  la  supervivencia  celular  [51].  Además,  STAT1  juega  un  papel 
esencial  en  la  represión  de  la  transcripción  del  gen  de  la  proMMP‐9  en  respuesta  a 
interferones en varios sistemas celulares  [209‐211]. De hecho, un estudio anterior demostró 
que los interferones inhiben la producción de proMMP‐9 en células LLC, aunque no se abordó 
el mecanismo  implicado  [171]. A  la  vista  de  nuestros  resultados,  es  bastante  probable  que 





















estímulos  (hipoxia, CD154, células estromales) que aumentan  la expresión de VEGF  [66, 68]. 
Los  niveles  elevados  de  VEGF  en  estos  nichos  contribuirían  a  la  acumulación  de  células 
malignas y la progresión de la enfermedad [61].  
Una  posible  explicación  para  los  diferentes  efectos  del  VEGF  a  altas  o  bajas 
concentraciones, sería la inducción de diferentes respuestas tras su unión a VEGFR2. Por otra 
parte,  este  receptor  se  puede  agrupar  formando  homodímeros  o  heterodímeros  [214],  o 
formar  complejos  con otros  receptores de membrana  como proteínas G  [215].  La diferente 
composición  de  estos  complejos  podría  generar  diferentes  respuestas  ante  un  mismo 
estímulo.  Alternativamente,  altas  concentraciones  de  VEGF  podrían  dar  lugar  a  diferentes 
asociaciones entre receptores lo que resultaría también en diferentes señales intracelulares. 
  Debido a  la similitud de funciones entre VEGF y proMMP‐9 en LLC   hemos estudiado 
también  la  posible  asociación  entre  los  receptores  de  ambas  proteínas  En  este  sentido,  un 
trabajo  reciente ha demostrado una  asociación entre  la  integrina  α4β1, proMMP‐9, CD44  y 
CD38,  en  la membrana  de  células  de  LLC  en  correlación  con  un mal  pronóstico  [216].  En 
nuestro  estudio,  la  integrina  α4β1  coinmunoprecipita  con  VEGFR2,  tanto  en  células  LLC 
primarias  como  en  la  línea  celular  MEC‐1,  y  esta  asociación  se  detecta  también  por 
microscopia  confocal.  Aunque  estos  resultados  sugieren  que  esta  asociación  existe  y  que 
podria  tener  consecuencias  funcionales  importantes,  son  necesarios  más  estudios  para 
determinar si α4β1 y VEGFR2 pueden formar complejos en células LLC.  




HUVEC, mientras  que  el  dominio  PEX9  inhibe  ambos  procesos.  Esto  podría  sugerir  que  la 
actividad catalítica de la MMP‐9 y no su mera unión a la membrana es necesaria para activar la 
transcripción del  gen de VEGF.  El hecho de que GST‐PEX9  inhiba esta  transcripción está de 
acuerdo con  lo observado en otros sistemas celulares, en  los que el dominio hemopexina de 
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MMP‐2  o MMP‐9,  inhibían  procesos  angiogénicos  [189,  217].  El mecanismo  por  el  cual  el 
dominio PEX9 inhibe la expresión y función de VEGF aún no se conoce.  
Además  de  regular  VEGF  y  antigiogénesis,  el  dominio  PEX9  también  inhibía  el 
crecimiento  de  tumores  generados  por  células MEC‐1  en  ratones  inmunodeprimidos.  Estos 
resultados  están  de  acuerdo  con  un  trabajo  anterior  en  el  que  el  dominio  PEX2  inhibía  el 
crecimiento del  tumores de glioblastoma  [217]. Una posible explicación para  la actividad de 
PEX9  sería  que  este  dominio  bloquea  la  unión  de  α4β1  a  otros  de  sus  ligandos,  o  a  otras 
estructuras  de  la matriz  extracelular.  que  estabilizan  el  crecimiento  del  tumor. Además,  la 
inhibición de la angiogénesis inducida por PEX9 bloquearía la llegada de nutrientes a las células 
tumorales,  inhibiendo  también  su  crecimiento.  En  resumen,  nuestro  estudio  proporciona 
nuevos  datos  referentes  a  la  unión  de  (pro)MMP‐9  a  células  LLC  y  sus  consecuencias 













1. proMMP‐9  se une  a  células  LLC  a  través   de  la  integrina  α4β1  y CD44v.  Esta unión 
require  la presencia del dominio hemopexina (PEX9) y resulta en una  inhibición de  la 




3. La  interacción de PEX9 con células LLC  implica  también dos  receptores diferentes:  la 
integrina  α4β1  que  reconoce  los  subdominios  D3D4,  y  CD44  que  se  une  a  los 
subdominios D1D2. 
4. La  secuencia FPGVPLDTHDVFQYREKAYF del  subdominio D4, contenida en el péptido 
P3,  bloquea  la  interacción  proMMP‐9‐α4β1  y  sus  consecuencias  funcionales.  Inhibe 
además la migración celular. 
5. La  secuencia FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW del  subdominio D1, contenida en el péptido 
P6, bloquea la interacción proMMP‐9‐CD44, inhibiendo también la migración celular. 
6. La combinación de los péptidos P3 y P6 tiene un efecto sinergístico en la inhibición de 
la  adhesión  y migración  celular. Ambas  secuencias podrían  constituir buenas dianas 
para prevenir la unión de proMMP‐9 a células LLC y su contribución a la progresión de 
la enfermedad. 
7. Tanto  PEX9  como  un  anticuerpo  anti‐P3  inhiben  el  crecimiento  de  tumores  LCC 
subcutáneos en modelos de xenotransplante con células MEC‐1. 
8. La interacción de VEGF con su receptor VEGFR2 en células LLC disminuye la expresión 
de  proMMP‐9  y  la  migración  celular.  La  regulación  de  proMMP‐9  es  a  nivel 
transcripcional e implica la fosforilación de STAT1 en Tyr70.  
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